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Si yo pudiera morder la tierra toda 
Y sentirle el sabor 
Sería más feliz por un momento. 
 
Pero no siempre quiero ser feliz 
Es necesario ser de vez en cuando infeliz 
Para poder ser natural. 
 
No todo es días de sol y la lluvia, 
Cuando falta mucho, se pide. 
 
Por eso tomo la infelicidad con la felicidad 
Naturalmente, como quien no se extraña 
De que existan montañas y planicies 
De que haya rocas y hierbas. 
 
Lo que es necesario es ser natural y calmado 
En la felicidad o en la infelicidad. 
 
Sentir como quien mira 
Pensar como quien anda, 
Y, cuando se ha de morir, 
Recordar que el día muere 
Y que el poniente es bello 
Y es bella la noche que queda. 
 

























 No hay inversión más rentable que la del conocimiento 
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Desde siempre las plantas y los alimentos han sido la primera medicina en la 
humanidad. Ya en la antigua Grecia, siglo V a.C. - Siglo IV a.C., Hipócrates de Cos el 
padre de la medicina moderna, afirmó:  
“Que tu medicina sea tu alimento, y el alimento tu medicina”. 
En los últimos años muchos recursos naturales de origen vegetal se han 
tornado populares, llevando al estudio de sus propiedades bioactivas y los mecanismos 
de acción sobre la salud. 
El término “Dieta Mediterránea” se inició en la década de los años 50 llevado 
con un estudio a cabo por Ancel Keys et al [1, 2], que refleja el patrón alimentario 
característico de diversos países de la cuenca mediterránea. Sus beneficios se asocian 
a una mayor longevidad y menor morbilidad por enfermedades cardiovasculares. Es un 
estilo de vida basado en una dieta equilibrada y variada en la que predominan los 
alimentos obtenidos de los cultivos tradicionales de esta zona geográfica bañada por el 
mediterráneo: el trigo, el olivo y la vid. Los alimentos que caracterizan esta 
alimentación son: el consumo elevado de vegetales, fruta, legumbres, cereales enteros 
y frutos secos, el consumo moderado de pescado, leche y productos lácteos, el bajo 
consumo de carne roja y productos cárnicos, el aceite de oliva como principal fuente 
de lípidos y la moderada ingesta de alcohol, preferentemente en forma de vino en las 
comidas [2-7]. 
Diversas enfermedades crónicas (obesidad, hipercolesterolemia, hipertensión, 
trastornos cardiovasculares, etc.) relacionadas con la alimentación y el ejercicio físico 
se pueden prevenir o mejorar mediante ciertos componentes de la dieta [3, 4]. Tras 
unas décadas en las que la prevención y el tratamiento de diversas enfermedades 
estaban relacionados por el paradigma clásico centrado en dietas basadas en el bajo 
consumo en grasas, en los últimos años el concepto de dieta mediterránea es la 
alternativa más saludable a la dieta baja en grasas. 
 
Los seres superiores están defendiendo constantemente su integridad biológica 
frente a agresiones, esencialmente externas. Esta defensa se lleva a cabo por el 
sistema inmune. Un fallo en el funcionamiento inmunológico de los mecanismos de 




En este trabajo hemos estudiado los efectos beneficiosos del ácido oleanólico, 
un compuesto natural presente en numerosas plantas como en las hojas del olivo y en 
la piel de su fruto, en modelos de enfermedades inflamatorias como: la esclerosis 




1. Sistema Inmune 
 
El sistema inmunológico es la defensa natural del cuerpo ante organismos 
infecciosos y otras sustancias extrañas no infecciosas que son capaces de desarrollar 
una respuesta inmunitaria. La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se 
madura y consolida en los primeros años de vida. 
El sistema inmunológico es una red compleja de células, tejidos y órganos que 
funcionan en equipo, y está encargado de diferenciar lo propio de lo ajeno. 
 
 
1.1 Clasificación de la respuesta inmune: Respuesta inmune 
innata y adaptativa 
 
La función fisiológica del sistema inmune es proteger el individuo frente a 
agentes patógenos (microorganismos o macromoléculas como proteínas y 
polisacáridos) que son reconocidos como extraños. Para ello el sistema inmunitario 
consta de varias "líneas de defensa" principales: la inmunidad innata y la inmunidad 
adaptativa [8, 9].  
 
Inmunidad innata: 
La Inmunidad innata (llamada también de natural o inespecífica) es el sistema 




al organismo. El objetivo de la inmunidad innata es evitar la instalación del proceso al 
al organismo. El objetivo de la inmunidad innata es evitar la instalación del proceso 
infeccioso; si éste se produce, dicho mecanismo inmunitario logra establecer un 
ambiente para que se desarrolle una respuesta adaptativa.  
La respuesta inmunitaria inespecífica es la primera barrera de defensa del 
organismo. Los principales componentes de la inmunidad innata son las barreras 
epiteliales, que impiden a la entrada de microorganismos, las células fagocíticas 
(neutrófilos y macrófagos), células Natural Killer (NK) y factores solubles (citoquinas y 
quimioquinas, interferones, complemento) que controlan y destruyen los 
microorganismos que ingresan [8-11]. 
Los mecanismos internos de la inmunidad innata consisten en: 1) la activación 
del complemento; 2) el proceso de fagocitosis, y 3) la generación de una respuesta 
inflamatoria. Tras la activación del complemento, inmediatamente se inicia el proceso 
de fagocitosis, por el que se destruyen y eliminan los agentes extraños [9-11]. 
Simultáneamente, las células fagocíticas producen señales químicas (citoquinas, tales 
como el factor de necrosis tumoral) y otros mediadores, que también inducen 
inflamación. La inflamación a su vez, atrae y hay migración de células a los lugares de 




La inmunidad adaptativa (llamada también de adquirida o específica) se 
desarrolla solo frente a la sustancia extraña que induce su iniciación. Cuando un 
microorganismo logra evadir los mecanismos de la respuesta inmune innata, y en el 
individuo se acumula una cantidad de antígeno mayor a un umbral determinado, se 
activan los mecanismos de la inmunidad adaptativa.  
La respuesta específica proporciona al organismo una respuesta específica 
frente a cada agente infeccioso o célula tumoral. Se caracteriza por presentar memoria 
inmunológica específica, la cual evita que el mismo agente infeccioso provoque 
enfermedad en una segunda infección, siendo la segunda vez una respuesta más 
rápida y más eficiente. Este tipo de respuesta es mediada por linfocitos (linfocitos T y 




La respuesta inmune adquirida se considera que puede ser de dos tipos: 
humoral y celular. De una manera general se considera que cuando los elementos 
implicados son los linfocitos B y sus productos secretados, los anticuerpos, se trata de 
una respuesta tipo humoral mientras que cuando participan los linfocitos T tanto 
colaboradores (CD4+) como citotóxicos (CD8+), se trata de una respuesta tipo celular 
[9, 11-13]. Existen varios tipos de linfocitos T colaboradas CD4+, tales como: Th0, Th1, 
Th2 y Th17. 
 Inicialmente hay reconocimiento del antígeno por parte de los linfocitos y 
subsiguiente activación de los mismos. Las principales características de la respuesta 
adaptativa son: especificidad (diferentes sustancias provocan diferentes reacciones), 
diversidad (responde a gran variedad de antígenos), memoria (respuestas más 
enérgicas), especialización (genera respuestas óptimas frente a diferentes 
microorganismos), autolimitación (volver al estado de homeostasis), tolerancia a lo 
propio (no atacar al propio organismo) [9, 12].  
 
Una respuesta inmune efectiva del huésped frente a organismos extraños 
requiere la acción coordinada y conjunta del sistema inmune innato y adaptativo. 
Ambas ramas del sistema inmune funcionan cooperativamente potenciándose 
mutuamente. La inmunidad inespecífica, no específica de antígeno tiene la ventaja de 
intervenir rápidamente durante una infección aguda y puede permitir la supervivencia 
del hospedero hasta que las respuestas específicas congreguen nuevas defensas. No 
obstante, a veces se producen fallos que pueden agruparse, de forma genérica, dentro 





La deficiencia de alguno de los componentes del sistema inmune lleva a la 
aparición de las llamadas inmunodeficiencias. Estas pueden ser divididas en 
inmunodeficiencias primarias que casi siempre tienen componente genético o 




patología (cáncer, enfermedades metabólicas) o tras a la administración de drogas 
(drogas inmunosupresoras). Las inmunodeficiencias primarias se pueden clasificar en 
inmunodeficiencias específicas si afectan la respuesta inmunitaria específica, es decir a 
los linfocitos B y T; o en inmunodeficiencias inespecíficas si afecta a la respuesta 
inespecífica esto es a las células fagocíticas y al complemento. Tanto las 
inmunodeficiencias primarias como secundarias se manifiestan clínicamente por la 
aparición de infecciones crónicas persistentes o recurrentes. Numerosas infecciones 
provocan secundariamente una inmunodeficiencia como el sarampión y la infección 
por el virus de la inmunodeficiencia humana (SIDA) [9, 11, 12]. 
 
 
1.1.2 Autoinmunidad y tolerancia 
 Las enfermedades auto-inmunes son el resultado de la respuesta inmune 
contra antígenos propios. Son una falla del sistema inmune en distinguir 
adecuadamente lo propio de lo extraño y ataca a partes del propio organismo.  
Las enfermedades autoinmunes pueden ir desde el tipo de enfermedad dirigida 
contra un único tejido o órgano (enfermedad órgano-especifica) hasta el tipo de 
enfermedad dirigida contra antígenos diseminados, llevando a una enfermedad 
generalizada o sistémica. Como ejemplo de enfermedades autoinmunes  órgano-
especifica tenemos la esclerosis múltiple, Diabetes Mellitus tipo I. Como ejemplo de 
enfermedades autoinmune sistémicas está el Lupus eritematoso sistémico – LES [14]. 
La autoinmunidad resulta de la perdida de tolerancia inmunológica. La 
tolerancia inmunológica es la capacidad de no responder ante un antígeno por parte 
del sistema inmunitario adaptativo. El estado tolerante se puede clasificar en: 
tolerancia central y tolerancia periférica. La tolerancia central evita la maduración de 
los linfocitos presentes en los órganos linfoides centrales donde se segregan los 
linfocitos inmaduros (timo para células T y médula ósea para células B) capaces de 
reconocer los auto-antígenos y son eliminados mediante un mecanismo de delección 
clonal (destruición física de linfocitos) y eliminación por apoptosis (muerte celular) 










La tolerancia periférica provoca la inactivación o la muerte celular de los 
linfocitos B y T auto-reactivos en los órganos linfoides periféricos (bazo y nódulos 
linfáticos) que pasaron a la selección negativa intra-timica, impidiendo que produzcan 
una respuesta inmune frente a un antígeno concreto. El proceso se lleva a cabo por un 
mecanismo de anergia clonal y eliminación por apoptosis. La anergia clonal es la 
inactivación funcional de linfocitos, dando lugar a la falta de respuesta tras el contacto 
con el antígeno. Otros controles implican la limitación de la presencia de factores de 
crecimiento esenciales y de mediadores pro-inflamatorios claves para el desarrollo 
eficiente de la respuesta inmunitaria [10, 16, 17]. Por último, un mecanismo 
fundamental de supresión inmunológica, ampliamente estudiado en las últimas 




activación y expansión de linfocitos T autoreactivos [17, 18]. Las Treg tienen un papel 
crítico en la inducción y mantenimiento de la tolerancia periférica tanto frente a 
antígenos propios como no propios, controlando la respuesta inmunitaria, de tal forma 
que, la ausencia o mal funcionamiento de las Treg está asociado a procesos 
autoinmunes, como la EM [18]. 
La alteración de uno o más de los mecanismos de tolerancia puede desatar un 
ataque inmunológico sobre los tejidos que conduce al desarrollo de enfermedades 
autoinmunes. La alteración en la tolerancia por parte del sistema inmune, se relaciona 
con la herencia de genes, estímulos ambientales, principalmente infecciones que 
llevan a la activación de linfocitos auto-reactivos. 
 
 
1.1.3 Hipersensibilidad: Respuesta alérgica 
La reacción alérgica es una respuesta del sistema inmune exagerada o mal 
dirigida a determinados antígenos, a la que se denominan alérgenos. La reacción 
alérgica o de hipersensibilidad puede ser de cuatro tipos: tipo I, tipo II, tipo II y tipo IV. 
Los 3 primeros tipos son reacciones en las que se ponen en funcionamiento respuestas 
mediadas por agentes humorales mientras que las respuestas inmunológicas de tipo IV 
que se desencadenan son preferentemente celulares. Nos centraremos en las 
reacciones de hipersensibilidad de tipo I por su importancia en este trabajo. 
La hipersensibilidad de tipo I (o inmediata) es una respuesta inmune rápida que 
se produce en pacientes con producción amplificada de IgE especifica. La reacción se 
produce, en general, tras el contacto con el antígeno al cual el individuo ya ha sido 
previamente sensibilizado.  
En la reacción de hipersensibilidad de tipo I, un antígeno supuestamente inocuo 
opera con los anticuerpos IgE específicos localizados en los receptores de membrana, 
llevando a la degranulación de los mastocitos y basófilos. La reacción entre el antígeno 
y el anticuerpo conduce a la liberación de aminas vasoactivas y mediadores 
inflamatorios como la histamina y la triptase. Esta reacción lleva también a la 
producción de leucotrienos y prostanglandinas. La liberación de estas moléculas 




permeabilidad vascular de los pequeños vasos y al aumento de la secreción pelo tejido 
glandular epitelial. 
 Muchas de las reacciones de hipersensibilidad de tipo I presentan dos fases: la 
fase inicial o inmediata y la fase tardía. La respuesta inicial, es una respuesta rápida 
que se da a los 5-30 minutos tras la exposición al alérgeno y se caracteriza por la 
vasodilatación, extravasación vascular y dependiendo de la localización por espasmos 
del músculo liso o secreciones glandulares. La respuesta tardía se produce entre las 2 y 
24h tras la exposición al alérgeno y puede durar varios días. Esta reacción se 
caracteriza por infiltraciones en los tejidos de eosinófilos, neutrófilos, basófilos, 




1.2 Respuesta inflamatoria 
 
La inflamación es la respuesta del organismo frente a una infección o daño. 
Surge con el fin de aislar y eliminar al agente inflamatorio y también se encarga de 
reparar el tejido o el órgano que haya resultado dañado. Sin embargo el proceso de 
reparación puede ser prejudicial si no se controla y se cronifica [9, 19]. 
La respuesta inflamatoria está formada por plasma, células circulantes 
(neutrófilos, monocitos, eosinófilos, linfocitos, basófilos y plaquetas), vasos sanguíneos 
y constituyentes celulares (mastocitos y fibroblastos) y extracelulares del tejido 
conectivo (proteínas fibrosas, glicoproteínas adherentes y proteoglicanos). 
La inflamación, según su duración, se divide en inflamación aguda y crónica. La 
inflamación aguda es de una duración relativamente corta (varios días) y se caracteriza 
por exudado de fluidos plasmáticos y la migración de leucocitos predominantemente 
neutrófilos. La inflamación crónica tiene una duración más larga, de semanas a meses 
e incluso indefinidamente y se caracteriza por el infiltrado celular compuesto por 






1.3 Células del Sistema Inmune 
 
 La acción del sistema inmune es posible gracias a la participación e interacción 
de diferentes poblaciones celulares conocidas como células inmunocompetentes. 
Como células inmunocompetentes están: los linfocitos T y B, las células NK, las células 
dendríticas, macrófagos y neutrófilos polimorfonucleares. 
Los linfocitos T son sintetizados y producidos en la medula ósea y maduran en 
el timo. Tienen una función central en la regulación de la respuesta inmune y 
participan además directamente en la destrucción de los agentes agresores. Cada 
célula T es programada para reconocer un antígeno específico mediante el receptor de 
linfocitos T (TCR) [11, 19]. Existen tres tipos funcionalmente distintos de linfocitos T: 
células T colaboradoras (Th) (participan en la iniciación y desarrollo de la respuesta 
inmune); células T citotóxicas (Tc) (responsables de los procesos de citotoxicidad) y 
células T reguladores (acción reguladora de la respuesta inmune). Dentro de los 
linfocitos colaboradores encontramos: Th0, Th1, Th2 y Th17 (Figura 2). 
 
 
Figura 2 – Esquema de la diferenciación de las células T helper CD4+ hacia los 








Los linfocitos B maduran en la medula ósea. Las células B maduras constituyen 
cerca de 10-20% de la población de linfocitos circulantes periféricos y están presentes 
también en los tejidos linfoides. Están especializadas en la síntesis y secreción de 
grandes cantidades de inmunoglobulinas, mediadores de la inmunidad humoral. Los 
linfocitos B reconocen al antígeno mediante inmunoglobulinas que están unidas a su 
membrana citoplasmática [11].  
Las células NK se definen como linfocitos capaces de reconocer y destruir y 
presentar algunas células infectadas por virus y ciertas células tumorales, sin que 
exista sensibilización previa [11, 12].  
Las células dendríticas son células importantes en la presentación del antígeno 
a los linfocitos de marcadores de superficie que contribuyen a su función y poseen en 
su membrana una gran cantidad de moléculas de histocompatibilidad de clase II. Son 
responsables por la destrucción de las células infectadas y la activación de macrófagos. 
Se localizan por debajo de los epitelios que es el local más común de entrada de 
microbios e antígenos extraños [11, 20, 21]. 
Los Monocitos/Macrófagos: Los monocitos son células maduras precursoras de 
los macrófagos, es decir, una vez que el monocito es activado este experimenta 
cambios morfológicos que lo adaptan para sus nueva funciones como macrófagos. Los 
macrófagos son células que poseen capacidad fagocítica y de adherencia a los tejidos y 
reciben diferentes denominaciones según los diferentes tejidos donde se encuentren. 
Los Macrófagos constituyen la segunda “oleada” de células que acuden al sitio de la 
infección [9, 12]. 
Los Neutrófilos o leucocitos polimorfonucleares: son los responsables de la 
primer “oleada” de células encargadas de la respuesta del huésped, alcanzan el sitio de 
la infección en pocas horas. Los neutrófilos presentan en su interior gránulos cuyo 









En la inducción y regulación de las respuestas inmunes están involucradas 
múltiples interacciones entre linfocitos, monocitos, células inflamatorias y células 
endoteliales. Muchas de esas interacciones dependen del contacto célula-célula y son 
mediados por mediadores de curta acción, las citoquinas. El termino interleucina fue 
aplicado a las citoquinas porque median las comunicaciones entre los leucocitos. En 
general son moléculas que actúan a muy bajas concentraciones y pueden ejercer un 
efecto autocrino cuando se unen a receptores presentes en la propia célula 
productora. También pueden tener un efecto paracrino actuando sobre diferentes 
tipos celulares y aun en algunos casos pueden liberarse a la circulación sanguínea o 
linfática ejerciendo su efecto en otros órganos y tejidos actuando como hormonas. 
Una de las importantes características de las citoquinas es que estas pueden 
ejercer diferentes efectos biológicos al actuar sobre distintos tipo s celulares. Según la 
función más relevante de las citoquinas estas se pueden dividir en las siguientes 
secciones: 
1) Citoquinas del desarrollo hematopoyético 
Promueven el crecimiento y la diferenciación de las células sanguíneas 
maduras a partir de células madre hematopoyéticas. Son producidas por 
células del estroma de la medula ósea o por linfocitos maduros activados 
(IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-11 GM-CSF, G-CSF y M-CSF). 
2) Citoquinas que median las respuestas inmunes innatas 
Estas citoquinas son liberadas de forma inmediata tras el contacto con el 
agente extraño. Los monocitos y macrófagos activados son la principal 
fuente de estas moléculas, pero también pueden ser producidas por 
linfocitos activados, células endoteliales y fibroblastos (IL-1a, IL-1b, IL-6,  
TNF-α, IL-10, IL-9, IL-20, IL-22, IL-12, IL-18, IL-23, IFN-γ y IFN-α). 
3) Citoquinas que median las respuestas inmunes adaptativas 
En respuesta a una estimulación antigénica, los linfocitos T se activan y 
proliferan y se diferencian hacia células efectoras específicas (IL-2, IFN-g, 




Los linfocitos T como consecuencia de la estimulación por citoquinas 
pueden diferenciarse en linfocitos T Th1 o Th2.En la presencia de IL-12 hay 
una diferenciación de los linfocitos T hacia Th1, mientras que en presencia 
de IL-4, esta diferenciación coordina el desarrollo de Th2. Los linfocitos Th1 
en colaboración con los macrófagos están implicados en la respuesta 
inmune celular, mientras que los Th2 promueven la respuesta humoral [9, 
11]. 
  
En relación a la respuesta inflamatoria, algunas citoquinas pueden favorecer el 
desarrollo de la misma – citoquinas pro-inflamatorias – mientras que otras ejercen en 
efecto supresor de la inflamación – citoquinas anti-inflamatorias. En el grupo de 
citoquinas pro-inflamatorias se incluyen las producidas por los monocitos y 
macrófagos activados durante la respuesta inmune innata, aunque también pueden 
ser producidas por linfocitos Th1. Las principales citoquinas pro-inflamatorias que 
participan en los acontecimientos celulares y moleculares son la IL-1, IL-6 y el TNF- α. 
Otra importante citoquina pro-inflamatorias, producida por los linfocitos Th1 es el IFN-
γ.  
 Las citoquinas anti-inflamatorias tienen la capacidad inmunosupresora e 
inhiben el crecimiento celular o suprimen la secreción de otras citoquinas. Entre ellas 
se encuentran la IL-4, la IL-13 y la IL-10 que activan las acciones de los linfocitos B e 
inhiben las respuestas inflamatorias. También se pueden considerar citoquinas anti-




2. Enfermedades autoinmunes 
 
 El término “enfermedad autoinmune” engloba aquellas patologías crónicas de 




patógeno, es decir, nuestro sistema inmunológico identifica erróneamente a nuestras 
propias células como patógenos externo infeccioso y lo ataca. 
Las enfermedades autoinmunes son complejas y sus causas son múltiples, 
pueden ser medio ambientales y/o genéticas. Presentan manifestaciones muy diversas 
que se traducen en la afectación simultánea o necesaria de los diferentes órganos y 
sistemas del organismo y tienen como marcadores biológicos diversos anticuerpos. 
 
 
2.1 Esclerosis Múltiple 
 
La Esclerosis Múltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante, adquirida, 
crónica que afecta de forma específica al SNC [22-27]. Se encuentra entre las 
enfermedades autoinmunes más comunes, junto con la artritis reumatoide, el lupus la 
diabetes tipo I, la tiroiditis [14]. Se caracteriza por el ataque del sistema inmune, 
mediado por células T, contra antígenos del SNC. Hay destrucción o daño de la vaina 
de mielina (desmielinización), pérdida de oligodendrocitos y neuronas que da lugar a 
un aumento en la discapacidad neurológica [27-30].  
 
 
2.1.1 Etiología e Epidemiologia 
Esta enfermedad afecta a personas jóvenes entre los 20 y los 40 años de edad. 
No se ha descubierto una causa o un marcador especifico de la enfermedad, aunque 






Figura 3 – Etiología de la Esclerosis Múltiple. Aunque su etiología no está todavía 
establecida, se piensa que la EM tiene atributos de enfermedad autoinmune, mediada por un 
ataque dirigido contra las vainas de mielina del SNC, considerando sus causas ambientales, 




Múltiples causas ambientales han sido asociadas al aumento del riesgo de EM. 
Los factores ambientales que se han estudiado en mayor profundidad son infecciones 
(por Epstein-Barr virus) y agentes físicos (radiación solar y humo de tabaco). La 
infección por el Epstein-Barr virus (EBV) o herpes virus humano 4 aumenta la 
susceptibilidad del individuo a EM y cuando individuos están también infectados por 
mononucleosis el riesgo aumenta más aún. Otros virus también relacionados con EM 
son el herpes virus tipo 6, el retrovirus y la Chlamydia pneumoniae [23, 31].  
La exposición a la radiación solar aumenta la producción de vitamina D que 
presenta un efecto inmunomodelador [23, 24, 32, 33]. El elevado índice de masa 
corporal disminuye los niveles de vitamina D y está relacionado también con el 




El estrese físico y emocional y el humo de tabaco han sido asociados, también, 
con el aumento del riesgo de EM. 
Genéticas 
 La EM es considerada una enfermedad compleja de herencia poligenénica. Sin 
embargo no se transmite con un patrón mendeliano clásico, solo en algunos genes se 
ha observado un aumento de susceptibilidad para la enfermedad. Este aumento de 
susceptibilidad está asociado con el cromosoma 6 y el complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC II) específicamente en los haplotipos  HLA-DR15  y HLA-DQ6 




Puede que las hormonas que estén implicadas en la actividad de la 
enfermedad. Estudios epidemiológicos indican que las mujeres padecen de esta 
enfermedad en mayor proporción que los varones [35, 36]. Además, estudios 
realizados han demostrado que dosis elevadas de estrógenos, de testosterona o 
progesterona mejoran la sintomatología clínica, como se observa en casos de 
embarazo; sin embargo, después del parto la enfermedad vuelve a su actividad previa 
[36]. 
 
Por lo tanto la EM es considerada una enfermedad multifactorial donde 
múltiples factores pueden influir en el aumento de la susceptibilidad [34, 37-39]. Dado 
que no se conoce verdaderamente la etiología de EM, son fundamentales los estudios 
epidemiológicos, tanto en su vertiente analítica como descriptiva ya que nos pueden 





Figura 4 – Distribución mundial de la prevalencia de la esclerosis múltiple (2013). 
http://www.atlasofms.org/ 
 
En los ultimos 30 años se ha verificado un aumento global de la incidencia de 
EM (Figura 4). Esto se puede deber a un mejor diagnóstico, sobre todo desde la 
introducción de la resonancia magnética nuclear que permite catalogar de EM a 
pacientes con curso clínico atípico, cuando antes podrían pasar desapercibidos; 
tambén a la mayor accesibilidad a la atención socio-sanitária así como al mejor y 
mayor conocimento y alerta por parte de los médicos. 
 
 
2.1.2 Aspectos Clínicos 
La característica clínica más llamativa de la EM es su gran variabilidad. Sus 
síntomas y signos vienen determinados por la localización de las lesiones 
desmielinizantes.  
 
2.1.2.1 Diagnóstico clínico 
La sintomatología en esclerosis múltiple es muy variable y se solapa con la 




diagnóstico en poco tiempo. Tras la sospecha clínica, es necesario descartar las 
enfermedades que pueden cursar de modo parecido. Los criterios de McDonald 
refuerzan la idea de la exclusión de otros procesos patológicos desmielinizantes [40]. 
Las lesiones desmielinizantes se encuentran con mayor frecuencia en el nervio 
óptico, tronco del encéfalo, médula espinal y en las regiones periventriculares del 
cerebro. Estas lesiones se manifiestan clínicamente con alteración de la visión, mareos, 
fatiga muscular, dolor y déficit sensorial (Figura 5). También pueden ocurrir síntomas 
psicológicos, como cambios en el estado de ánimo, depresión y suicidio [38].  
 
 
Figura 5 - Patogenia de la EM [41]. 
 
El diagnóstico clínico de la EM se basa en datos clínicos (participación de los 




síntomas) y en el examen neurológico que encuadran cada uno de los síntomas en la 
patología de EM. El estudio de las imágenes de resonancia magnética (RM), el estudio 
de laboratorio (del líquido cefalorraquídeo – LCR), permiten el diagnostico de EM. 
El desafío del diagnóstico está en los casos de Síndrome Clínico Aislado (CIS) 
donde el proceso de desmielinización de traduce solo por síntomas neurológicos en un 
paciente adulto joven previamente saludable. Es un episodio agudo o sub-agudo que 
alcanza un pico rápidamente (dentro de 2 a 3 semanas) y debe durar por lo menos 
24h. Se produce en ausencia de fiebre o infección, sin características clínicas de la 
encefalopatía. Los síntomas más frecuentes en CIS son: neuritis óptica, síndromes del 
tronco, síndromes hemisféricos y síndromes medulares [42]. 
 
2.1.2.2 Formas clínicas y síntomas 
El curso de la enfermedad neurológica es variable. Según la evolución clínica, se 
pueden encontrar diferentes formas de EM. La más habitual es la forma en brotes o 
recurrente-remitente (RR) que puede evolucionar a una forma secundaria progresiva 
(SP) o bien puede iniciarse con progresión sin relación con los brotes desde el inicio, es 
la forma primaria progresiva (PP) (Figura 6). 
 Recurrente-remitente (RR): En el 85% de los casos la enfermedad empieza por 
la aparición de brotes, con remisión parcial o completa [25, 36-38, 42, 43]. En el 
cuadro clínico se puede observar síntomas, de algunos días o semanas, como 
cambios en la visión, disfunción motora, urinaria e intestinal [38].  
 Secundaria-progresiva (SP): Con el tiempo, los episodios recurrentes (50 - 60 % 
de los casos) de la inflamación conducen a la acumulación de daños en el SNC 
con la persistencia del deterioro neurológico. Esta forma clínica está 
caracterizada por una disminución en la actividad inflamatoria y subsecuente 
atrofia cerebral y pérdida neuronal progresiva [25, 37, 38, 43].  
 Primaria progresiva (PP): Hay un deterioro gradual sin la presencia de brotes 
clínicos. Es la forma clínica más agresiva en la EM, presente en 10-15% de los 
casos y donde la incidencia es similar en mujeres y varones [24, 25, 36-38, 43].  
 Progresivo recurrente (PR): Algunos autores defienden una cuarta forma 




brotes con o sin recuperación completa. Durante los periodos de brotes los 
pacientes presentan una progresión continua de los signos clínicos de la 




Figura 6- Representación esquemática de las varias formas clínicas de EM. 
Según la clasificación de Lublin y Reingold (1996) se pueden diferenciar los subgrupos clínicos: 
Remitente-recurrente (RR), Secundaria progresiva (SP), Primaria Progresiva (PP) y Recurrente 
Progresiva (RP) [43].  
 
2.1.2.3 Mecanismos Fisiopatológicos 
 La EM se ha considerado clásicamente como una enfermedad inflamatoria con 
la principal característica fisiopatológica la formación de placas desmielinizantes en el 
SNC, mediada por células T. La combinación de diversos factores ambientales con la 
predisposición genética individual, conduce a la aparición de clones de linfocitos T 
autorreactivos en la circulación sanguínea y una desregulación de los procesos 
inflamatorios. La intolerancia del sistema inmune y la formación de clones 
autorreactivos de linfocitos T frente a proteínas y lipoproteínas del SNC, varía para 
cada paciente e igualmente en el mismo paciente, en diferentes momentos de la 




que de determinada manera llegan al cerebro y activan la microglía, acelerando el 
deterioro cognitivo. 
La formación de la placa desmielinizante es el estadio final de varios procesos 
patológicos que incluyen: disrupción de la barrera hematoencefálica (BBB), inflamación 
multifocal, desmielinización, remielinización, pérdida y depleción de oligodendrocitos, 
gliosis reactiva y degeneración axonal y neuronal [45, 46]. 
 
Disrupción de la barrera hematoencefálica e inflamación multifocal: 
La BBB es impermeable a las macromoléculas. Su impermeabilidad no es 
absoluta y la mayoría de las substancias que penetran al SNC son proteínas que pasan 
por transporte activo o facilitado [47]. 
Las células presentadoras de antígeno (APC) en el SNC, pueden ser células 
gliales (microglía o astrocitos) o bien macrófagos, que expresan antígenos del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC-I), funcionando como células presentadoras de 
antígeno de mielina a las células inmunomoduladoras, induciendo la liberación de 
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias. También inducen, a la proliferación clonal 
de células T que atraen a los macrófagos de la periferia, promoviendo y estimulando la 
inflamación en el SNC, aumentando así la permeabilidad de la BBB. 
La migración de linfocitos T reactivos a través de la BBB supone una interacción 
entre las moléculas de adhesión (CAMs) de las células inflamatorias y de las células 
endoteliales de la pared vascular, así como la interacción de citoquinas y quimioquinas 
secretadas por el leucocito, la BBB y las células residentes en el cerebro. 
Una vez activados, los linfocitos T autorreactivos se adhieren al endotelio a 
través del contacto entre las CAMs de los leucocitos, como las integrinas LFA-1 
(antígeno 1 asociado a la función de linfocitos) y VLA-4 (antígeno 4 de activación 
tardía), que son células especializadas en la capilaridad del endotelio vascular. Para 
facilitar esta transmigración, las células T activadas expresan enzimas como las 
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), responsables de la lisis de la lámina basal 
subendotelial. Esto hace que el linfocito se aplane y pueda atravesar entre las células 
endoteliales (primer componente de la BBB), pero sin romper su unión dirigiéndose al 




Una vez en el SNC, los linfocitos T autorreactivos se reactivan por mimetización 
molecular, a través de fragmentos antigénicos de mielina, y liberan citoquinas pro-
inflamatorias (TNF-α y IFN-γ) iniciando una respuesta inflamatoria de tipo Th1 y Th17, 
y el reclutamiento de otras células inflamatorias como linfocitos B, macrófagos y 
células microgliales [25, 31, 36]. 
Las células T CD4+ son las primeras en expresar CD11c y a presentárselo a las 
APC en el espacio perivascular, antes de pasar al parénquima. La reactivación induce la 
liberación adicional de citoquinas pro-inflamatorias que estimulan CD11b en la 
microglía, a permeabilizar más la BBB y a estimular la quimiotaxis, resultando en el 
reclutamiento de más células inflamatorias y la infiltración celular en el SNC. Tanto 
CD11c como CD11b son miembros de la familia de las integrinas que se expresa en 
neutrófilos, monocitos, células NK, y células T y B activadas [31]. Las células activadas 
CD11b+ también contribuyen a la inflamación mediante la secreción de factores de 
activación de células T, tales como IL-12, IL-17, IL-23, y mediadores tóxicos tales como 
el óxido nítrico (NO) y los radicales libres de oxígeno (ROS). Todo ello genera una 
respuesta inflamatoria y el consecuente daño de mielina [31, 48, 49]. 
 
Mecanismos patogénicos del daño tisular: 
La inflamación y la desmielinización están estrechamente relacionadas, ya que 
son los mecanismos inflamatorios, como anticuerpos, células T y macrófagos y sus 
productos, los que conllevan al daño agudo axonal y a la desmielinización.  
Una vez activada la microglía, ocurre desmielinización. El daño afecta a la 
mielina, a los oligodendrocitos y a los axones. Así, sus antígenos neuronales son 
reconocidos y fagocitados y pueden ser presentados a las células T y B, 
desencadenando una respuesta autoinmune donde los axones inductores de 
desmielinización pueden conducir al daño axonal secundario. Por lo tanto el daño 
axonal ha cerrado un círculo y el ciclo puede comenzar de nuevo [31, 50]. 
El daño axonal se considera la causa de que la enfermedad neurológica pueda 
ser progresiva e irreversible. La pérdida de axones y neuronas son responsables de la 
disfunción neuronal persistente que ocurre en pacientes con EM.  
Las consecuencias de la desmielinización cortical en el deterioro dendrítico y 




liberación de mediadores tóxicos inflamatorios y activar mecanismos de daño 
mitocondrial y oxidativo. 
Así la inflamación y la desmielinización axonal en el SNC llevan al aumento de la 
energía liberada por las neuronas y por lo tanto al déficit de la conductancia de los 
nervios, existiendo un cambio en el mecanismo mitocondrial. Esta disfunción puede 
ser la causa del daño provocado por los factores del sistema inmune innato, como las 
especies reactivas de oxigeno (ROS), mediada por la deficiencia de los macrófagos y 
microglía, encontradas en las fases agudas de la enfermedad [25]. Excesivas cantidades 
de NO han sido asociadas a síntomas neuronales como daño de los oligodendrocitos y 
axones [25, 31].  
La activación de la microglía y de los macrófagos en la EM, dañan 
indirectamente a los oligodendrocitos y a las neuronas mediante la liberación de 
citoquinas pro-inflamatorias y del glutamato. El daño directo a las neuronas ocurre a 
través de la liberación de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrógeno (RNS), 
producidas por la microglía, al producir disfunción mitocondrial. Todo esto y sumando 
al aumento de la energía liberada por los axones dañados, contribuye a la 








Figura 7 – Aspectos clave de la neurodegeneración. La reactivación de las células T, 
incluyendo macrófagos activados y microglía, así como células dendríticas, resulta en la 
liberación de citoquinas pro-inflamatorias, así como moléculas citotóxicas, tales como ROS, 
NO, glutamato. Estas reacciones inflamatorias son requisitos fundamentales para el inicio de la 
neurodegeneración inflamatoria, es decir, la transección axonal y la pérdida de células 
neuronales, lo que no implica sólo la inflamación - desmielinización inducida, sino también a 
los procesos de daño directo. Adaptado de J. Herz et al, 2010 [49]. 
 
 
Resolución de la inflamación y remielinización: 
 La progresión clínica de la enfermedad y las secuelas se deben a la 
degeneración axonal y neuronal secundaria, a la desmielinización e la inflamación 
crónica. La resolución del proceso inflamatorio en la EM puede explicarse, por la 
inhibición de los linfocitos Th1 pro-inflamatorios y por la apoptosis de los linfocitos T 
autorreactivos, así como la actuación de genes que controlan el balance en los 
programas de activación.  
Se ha observado que las células Th2 presentan una respuesta anti-inflamatoria 




Las células T Natural Killer (NK), están involucradas en el control de la 
inflamación. Cuando están activadas, pueden suprimir las respuestas Th1 y/o 
promover las respuestas celulares Th2 [25]. 
Las células T reguladoras (Treg) están también implicadas en la regulación del 
sistema inmune, manteniendo la tolerancia a los auto-antígenos y la vigilancia del 
sistema inmune. Las células Treg son especializadas en suprimir la respuesta inmune 
Th1, y secretar una gran variedad de citoquinas anti-inflamatorias como el TGF-β, IL-10 
y el IFN-γ, así como activar el factor de transcripción FoxP3 para regular el organismo  
[31]. 
En los inicios de la EM, es posible la reparación de las placas desmielinizadas, 
pero cuando la enfermedad se hace crónica esta capacidad se pierde y falla la 
remielinización. La remielinización se lleva a cabo por las células progenitoras de 
oligodendrocitos (OPC). Las OPC son células gliales que dan lugar, como su nombre 
indica, a oligodendrocitos mielinizantes. Se distribuyen de manera uniforme entre la 
materia gris y blanca del sistema nervioso central. La remielinización ocurre en varias 
fases: la activación de las células precursoras de oligodendrocitos (OPC), su 
reclutamiento (proliferación y migración) y su diferenciación, en la que las OPC 
envuelven a los axones y forman la vaina de mielina [45, 46, 51]. 
 
2.1.2.4 Tratamiento 
En la actualidad no existe un tratamiento curativo de la enfermedad. 
La inflamación, la disrupción de la barrera hematoencefálica (BBB), la 
desmielinización y el daño axonal son las características patológicas de la EM sobre las 
que se centran los tratamientos de la actualidad. Así, el tratamiento con anti-
inflamatorios en la forma RR, han tenido efectos en la prevención del daño axonal. 
Existen diferentes clases de terapias utilizadas en el tratamiento de  EMRR: 
 El IFN-β: su mecanismo de acción parece ser multifactorial: disminuye la 
actividad de células T inducida por mitógenos, disminuye la secreción de 
interferón-γ (IFN-γ) y el TNF-α por células mononucleares, disminuye la 
producción de IgG, mejora la función supresora y disminuye la expresión de 




 El Acetato de glatirámero (AG): es un análogo sintético de la proteína de 
mielina que posee la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria específica 
Th2 de células T CD8+, que bloquea la reacción antígeno-anticuerpo, 
impidiendo de este modo el daño de la vaina de mielina [31, 35, 37]. 
 El Natalizuman: es un anticuerpo monoclonal contra la integrina α-4, que 
inhibe la migración a través de la barrera hematoencefálica evitando la fijación 
celular a la pared vascular mediante la inhibición selectiva de moléculas de 
adhesión [35, 37, 54, 55].  
 El Fingolimod: es un compuesto en estudio (fase II) que afecta al tráfico de 
leucocitos y que reduce el número de linfocitos T activados circulantes en el 
SNC al unirse al receptor 1 de la esfingosina 1-fosfato [56, 57]. 
 
Puesto que es una enfermedad autoinmune, también se utilizan 
inmunosupresores tales como azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina y mitoxantrona. 
Sin embargo, su uso está limitado por su toxicidad [35, 58]. 
Durante los brotes el tratamiento de elección utilizado para disminuir la 
duración y la gravedad son corticoides. En la siguiente tabla están detallados los 























Mecanismo de acción Efectos 
adversos 
Fármacos de primera línea 
 
Interferón beta 
Avonex ® 1997 ↓ la actividad de células T; 
↓ la secreción de IFN-γ y de 
TNF-α; 
↓ la producción de IgG; 
mejora la función supresora 
y ↓ la expresión de 
moléculas HLA de clase II 






Betaferon ® 1995 
Rebif ® 1998 
Extavia ® 2008  
Acetato de 
glatirámero 
Copaxone ® 1997 Bloquea la reacción 
antígeno-anticuerpo, 
impidiendo el daño de la 





Fármacos de segunda línea 
Natalizumab Tysabri ® 2006 Inhibe la migración a través 






Fingolimod Gilenya ® 2011 ↓ el número de linfocitos T 
activados circulantes y en el 
SNC. 
 
Tabla 1 – Fármacos de primera y segunda línea, aprobados por EMA para el 
tratamiento de la esclerosis Múltiple. 
 
Actualmente la EM Primaria Progresiva constituye un reto terapéutico. 
Desafortunadamente, no existen fármacos que hayan demostrado eficacia en esta 
forma clínica. A lo largo de los años se han llevado a cabo varios estudios con 
interferón beta se han ensayado otros medicamentos, incluidos el Acetato de 
Glatirámero pero los resultados han sido negativos. 
 
 
2.1.3 Modelos animales 
No hay un único modelo animal capaz de representar todo el espectro de 
heterogeneidad de la enfermedad y en las últimas décadas se han desarrollado varios 




Los modelos animales más comunes de EM son: el modelo de encefalitis 
autoinmune experimental/encefalitis alérgica experimental (EAE) [59-61], los modelos 
de inducción viral como la encefalomielitis por infección con el virus de Theiler (TMEV) 
[61-64], y por último, el modelo de desmielinización inducido por toxinas como el 
modelo de cuprizona y el modelo de desmielinización local inducida por liso-
fosfatildicolina [60, 63]. 
 
2.1.3.1 Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE) 
El modelo EAE es el modelo animal más estudiado de las enfermedades 
autoinmunes. Se descubrió en los años 30 por Rivers et al [65]. Inicialmente, la EAE se 
indujo en monos y cobayas y posteriormente en varias otras especies incluyendo ratas 
y ratones [31, 60, 63]. 
La fracción proteica de la mielina del SNC contiene numerosos auto-antígenos 
potenciales que han sido utilizados para inducir el modelo animal de EAE [63]. El 
desarrollo del modelo se lleva a cabo en cepas susceptibles, por inmunización con 
péptidos que contienen secuencias concretas de derivados de la proteína de mielina 
básica (MBP), glicoproteína de la mielina de oligodendrocitos (MOG) y la proteína 
proteolipídica de la mielina (PLP) [60, 61, 63, 66]. De los diferentes tipos de inducción 
de EAE, los más comunes se basan en la inyección de un péptido, MOG 35-55 o PLP 139-
151, emulsificado en adyuvante de Freund’s (CFA) que contiene Mycobacterium 
tuberculosis, seguido de la administración intraperitoneal de toxina pertussis. En la EAE 
al igual que en la EM, la edad, el género, los factores ambientales y cambios 
hormonales también influyen en la susceptibilidad, en el desarrollar y en la severidad 
de la enfermedad [66-69]. 
 
Patogenia de la EAE  
La iniciación de la EAE: una respuesta Th1 mediada por células T CD4+: 
El mecanismo de patogénesis de la EAE puede implicar a células T y/o a células 
B, dependiendo del antígeno empleado [70].  
La EAE, como la EM, es una enfermedad autoinmune mediada por células T 




componentes de la vaina de mielina se infiltran en el parénquima del SNC, liberan 
citoquinas y quimoquinas pro-inflamatorias, y promueven la infiltración y activación de 
macrófagos [50, 72]. Aunque se requiera la infiltración de células T CD4+ al 
parénquima del SNC para el desarrollo de la lesión en la EAE, los macrófagos son las 
células efectoras causantes de la desmielinización y la muerte de los oligodendrocitos, 
que conduce a la pérdida de la función axonal [24, 50].  
Los macrófagos activados por el IFNγ y el TNF-α producidos por las células de T, 
producen a su vez más citoquinas: IL-12, IL-23 y TNF-α, así como productos tóxicos 
como óxido nítrico [25, 63, 66, 73].  
Sin embargo, la implicación directa de las células Th1 en la EAE no es cierta en 
todos los modelos de EAE, ya que clones de células Th2 reactivas al MBP que secretan 
IL-4 y niveles bajos de IFN-γ, también causan EAE [63, 74]. 
 
El paradigma Th1-Th17/Th2: 
La EAE se ha considerado clásicamente como una enfermedad mediada por 
células T autorreactivas productoras de citoquinas pro-inflamatorias, como INF-γ y 
TNF-α (respuesta Th1), frente a una respuesta anti-inflamatoria de tipo Th2 (IL-4, IL-10, 
IL-13) [75, 76]. Sin embargo, las células Th17 productoras de IFN-γ (Th1) e IL-17 (Th17) 
tienen un papel importante en la EAE, ya que las células Th1 promueven la inflamación 
al SNC y facilitan la infiltración de las células Th17 a las zonas lesionadas [25, 63, 66, 
77-80].  
Por otro lado, la regulación del balance Th1/Th2 se le ha atribuido a la citoquina 
IL-12, que favorece una respuesta Th1 [81]. En contraste, durante la última década han 
demostrado la importancia de otros tipos celulares, como el Th17. Ratones deficientes 
de IL-12, IFN-  y TNF-  poden desarrollar una forma severa de EAE, mientras que 
ratones deficientes de IL-23 (citoquina esencial para la producción de linfocitos Th17) 
fueron resistentes a la enfermedad [82-84]. 
 
Citoquinas en la remisión de la EAE: 
La recuperación de la EAE está asociada con la producción de citoquinas tipo 
Th2. La producción de IL-4 e IL-10 por células B es esencial para la recuperación de la 




no se recuperan [85]. La IL-10 se produce además en el SNC por la población de células 
T CD4+CD25+, que tienen un papel crítico en la resolución de la enfermedad. Por 
último, las células Treg tienen un papel crítico en la resolución de la enfermedad, 
controlando la inflamación [25, 63, 66, 79, 80]. Sakaguchi et al demostraron que la 
depleción de células Treg CD4+Cd25+ en ratones normales inducia a enfermedades 
autoinmunes, mientras que la reconstitución de las mismas suprimía el desarrollo de 





La miocarditis fue definida en 1995 por la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) como una enfermedad inflamatoria del musculo cardiaco, estableciéndose el 
diagnostico mediante criterios histológicos, inmunológicos e inmunohistoquimicos 
[87]. Es el resultado de la exportación a agentes infecciosos, a fármacos o como 
resultado de una respuesta autoinmune. 
Los criterios de diagnóstico de Dallas se basan en criterios histopatológicos con 
presencia de infiltrado linfocitico junto a necrosis de miocitos [88]. Su complejidad 
técnica, la falta de reproductibilidad y los avances en las técnicas de diagnóstico no 
invasivo, como la resonancia cardiaca, han hecho que estos criterios hayan sido 
criticados durante años, de tal forma que, por consenso, la biopsia miocárdica, a pesar 
de continuar siendo el gold standard para el diagnóstico de miocarditis, queda 




2.2.1 Etiología e clasificación 
La miocarditis y las miocardiopatías dilatadas son las principales causas de la 
insuficiencia cardiaca en pacientes menores de 40 años o atletas jóvenes [89]. Estas 




la necrosis, pérdida de miocitos, apoptosis y fibrosis [90, 91]. La miocarditis puede dar 
lugar a muerte súbita, y un 12% de los pacientes desarrollan miocardiopatía dilatada 
con disfunción contráctil del ventrículo izquierdo [89, 91, 92]. 
Su etiología puede ser de origen en agentes infecciosos (virus, bacterias, 
protozoos, hongos) y no infecciosos (tóxicos, enfermedades sistémicas, agentes 
físicos). De las múltiples clasificaciones de miocarditis la más extendida es la que las 
divide en primarias o secundarias. De las formas primarias no se conoce con certeza el 
mecanismo etiológico, mientras que las secundarias se producen como consecuencia 
de un agente específico o en el contexto de una enfermedad conocida [91].  
Existen un gran número de agentes virales, toxinas y drogas inductores de la 
miocarditis. En los países desarrollados, la etiología más frecuente de la miocarditis 
secundaria es viral [90]. Los microorganismos mayoritariamente responsables son los 
enterovirus, como Coxsackie B3 (CVB3), y en menor medida los adenovirus. Además de 
estos virus, hay que referir el papel de otros microorganismos como el 
Cytomegalovirus (CMV), el virus de la hepatitis C, el virus zoster de la varicela, el 
Eptein-Barr y el HIV, o el parasito Trypanosoma Cruzi. Recientes estudios han 
demostrado que las bacterias como la Chlamydia pneumoniae y la Borrelia burgdorferi 
pueden tener un papel activo en el fallo cardiaco que se produce tras la miocarditis. 
Reacciones de hipersensibilidad a fármacos/vacunas y a tóxicos también pueden 
originar miocarditis [93, 94]. Numerosos fármacos (vacuna de la viruela, toxina 
tetánica, penicilina, ampicilina, cefalosporinas, tetraciclinas, sulfonamidas, etc) se han 
relacionado con la aparición miocarditis, por efecto directo tóxico o por inducir 
reacción de hipersensibilidad. Agentes físicos como la radioterapia en pacientes 
oncológicos, el golpe de calor y la hipotermia pueden ser causa de miocarditis. Una 
otra causa de miocarditis son enfermedades sistémicas y autoinmunes como la 
enfermedad celíaca, el lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, enfermedad 






2.2.2 Aspectos Clínicos 
 La miocarditis es una enfermedad inflamatoria del corazón y una de las 
principales causas de miocardiopatía dilatada, que a su vez es uno de los motivos más 
frecuentes de trasplante cardiaco. 
 
2.2.2.1 Diagnóstico clínico  
El diagnóstico de la miocarditis no es fácil debido a la presencia de 
sintomatología similar a muchas otras enfermedades, siendo muy importante la 
historia clínica del paciente (consumo de alcohol y cocaína, medicamentos, hábitos 
nutricionales, estancias en zonas endémicas para infecciones, relación con animales, 
entre otras) [97]. Algunos de los síntomas frecuentes, pero no específicos, en casos de 
miocarditis son: disnea, dolor torácico o palpitaciones en los días siguientes a un 
episodio febril. La presentación clínica de la miocarditis es muy amplia y con poca 
especificidad de síntomas, habiendo incluso pacientes asintomáticos con 
anormalidades electrocardiográficas y elevación de enzimas cardíacas. Los casos 
asintomáticos pueden no diagnosticarse hasta que la persona no presente una 
insuficiencia cardíaca, produciéndose daños permanentes e irreversibles en el músculo 
cardíaco [90, 98]. 
De entre las técnicas de diagnóstico de la miocarditis podemos encontrar: la 
biopsia endomiocárdica, los análisis de biomarcadores cardiacos, las imágenes de 
medicina Nuclear (galio 67 e indio 111), el electrocardiograma, la ecocardiografía y la 
resonancia Magnética cardiaca o cardioresonancia (CRM), presentando las cuatro 
últimas la ventaja de ser técnicas no invasivas.  
La biopsia endomiocárdica es una técnica de diagnóstico invasiva para la 
miocarditis, basada en los criterios anatmopatológicos de Dallas, pudiendo darse 
algunos falsos negativos [97, 99]. Los criterios de Dallas se basan en la presencia de 
infiltración linfocitaria y necrosis de miocitos y con las nuevas técnicas 
inmunohistológicas y moleculares, se ha logrado mejorar la sensibilidad de su 
diagnóstico [99]. 
En los análisis de biomarcadores cardiacos en suero, se observan 




marcadores carezcan de especificidad, pueden ayudar en el diagnóstico y en el caso de 
la troponina T, puede ser un buen marcador de pronóstico [91, 99]. 
Las imágenes de Medicina Nuclear se basan en la una inyección de un 
compuesto radioactivo, galio 67 e indio 111, y la posterior obtención de imágenes. La 
captación cardíaca por el radioisótopo galio 67 nos indica el grado de inflamación 
miocárdica reflejando la extensión de la necrosis en los miocitos. En el caso del 
radioisótopo indio 111, este nos indica la perdida de integridad de los miocitos en sus 
membranas y sarcolema, exponiendo su miosina intracelular al espacio extracelular 
[91, 97, 99]. Debido a su disponibilidad limitada y el riesgo de exposición a la radiación, 
las técnicas nucleares no se recomiendan de forma rutinaria. 
El electrocardiograma puede mostrar signos como la presencia de alteraciones 
del ST-T que se pueden confundir con una pericarditis, un infarto de miocardio, 
ectopías auricular y/o ventricular o trastornos de conducción auriculo-ventricular y/o 
ventricular [91, 99, 100]. 
La ecocardiografía permite ver el movimiento de la pared del corazón y su 
tamaño general. La cardioresonancia presenta la ventaja sobre la ecocardiografía de 
tener una excelente resolución anatómica y tisular y aporta la información completa 
de la afectación miocárdica (función ventricular, edema/inflamación y áreas de fibrosis 
miocárdica), presentando así características especiales para ser la técnica de imagen 
de elección [90, 91, 99, 100]. 
 
2.2.2.2 Mecanismos Fisiopatológicos 
Diversas enfermedades autoinmunes han sido asociadas a una respuesta 
inmune tipo Th1 y el daño tisular puede estar mediado por una respuesta de tipo Th2. 
Recientemente se ha propuesto que en la miocarditis son las células Th17 las que 
colaboran con las células B para producir antígenos cardiacos [101-103]. 
Hallazgos histopatológicos han demostrado la presencia de infiltrados de 
eosinófilos, de macrófagos y de células gigantes, en las lesiones de miocarditis [91, 93]. 
Los eosinófilos asociados a respuestas Th2, están asociados a la producción de 
citoquinas como la IL-4, IL-5, IL-10, IgG1 e IgE, y a su vez la IL-4 induce la formación de 




por linfocitos T, está asociada a monocitos/macrófagos que derivan de las células 
multinucleadas. Además, también se ha observado que las citoquinas Th1, TNF-α o IL-
12, tienen un papel crucial en el desarrollo de la miocarditis [94]. 
Durante la fase aguda de la enfermedad, el patrón histopatológico se 
caracteriza por infiltración intersticial de células inflamatorias y expresión de antígenos 
del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), con la consiguiente necrosis de 
miocitos y desorganización de su citoesqueleto. Se ha observado un desequilibrio 
entre citoquinas pro-inflamatorias, como el TNF-α, la IL-1, IL-12, IL-4, y anti-
inflamatorias, como la IL-10, el INF-γ, así como un aumento de expresión de moléculas 
de adhesión, como el ICAM1, VCAM1 y CD29, existiendo una íntima relación entre la 
severidad del cuadro clínico y los niveles humorales de las mismas [104, 105].  
Con el progreso de la inflamación, la miocarditis pasa de aguda a subaguda o 
crónica donde hay deposición progresiva y difusa, en todo el miocardio, de tejido 
conectivo intersticial. Las células inflamatorias, incluyendo linfocitos y macrófagos no 
solo liberan citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento, sino que también 
interactúan directamente con los fibroblastos durante la fase de inmuno-inflamatoria 
de la enfermedad. El aumento de citoquinas inflamatorias va alterar el metabolismo de 
la matriz extracelular, aumentando su degradación a través de las metaloproteinasas y 
favoreciendo el remodelado. Las citoquinas o factores de crecimiento funcionan de 
manera coordinada para producir un microambiente de fibrosis, que conduce al 
desarrollo de una población profibrótica de fibroblastos [101, 106].  
Unos de los componentes celulares mayoritarios en el corazón y fundamentales 
para la reparación del tejido dañado son los cardiofibroblastos. Estos juegan un papel 
importante en el mantenimiento de la integridad estructural y de la función cardiaca 
normal [107, 108]. La característica de los cardiofibroblastos de ser del “tipo celular del 
musculo liso” está asociada al aumento de producción de la matriz extracelular que 
puede llevar al fallo cardiaco. La diferenciación de cardiofibroblastos a miofibroblastos 
está asociada con enfermedades cardiacas crónicas. Esta transformación está 
controlada por una grande variedad de estímulos, como factores de crecimiento y 
citoquinas, por la vasodilatación, y por estímulos mecánicos [106, 109]. 
Hallados de algunas autopsias, la inflamación continúa además de la fibrosis 




calcificación distrófica del miocardio es una señal del daño celular y tisular. La 




El tratamiento de la miocarditis representa un gran desafío, principalmente 
debido a la complejidad clínica, fisiopatológica y diagnóstica que caracteriza esta 
patología, y puede clasificarse en sintomático y especifico. El tratamiento sintomático 
es básicamente de soporte y se aplica en pacientes que cursan con insuficiencia 
cardíaca en cualquiera de sus grados [111, 112]. 
Recientemente, en la última actualización de la sociedad española de 
cardiología (SEC), se ha acordado que el tratamiento inicial debe de ser de la 
insuficiencia cardiaca, que incluye el tratamiento con moduladores de la angiotensina, 
betabloqueantes y diuréticos. 
El tratamiento específico, estandarizado, es muy discutido y no está bien 
definido. El tratamiento específico es aplicado tras conocer el resultado de la biopsia 
endomiocárdica. Están incluidos tratamientos con anti-citoquinas, inmunosupresores,  
inmunoadsorción, administración intravenosa de inmunoglobulina (IVIG) y 
tratamientos antivirales cuando se identifica un agente infeccioso [99, 113]. En casos 
extremos se puede recurrir al trasplante cardíaco.  
En cuanto al tratamiento con anti-citoquinas, existen inhibidores del TNF-α que 
actúan en la disminución de las metaloproteinasas disminuyendo por consiguiente el 
remodelado y la insuficiencia cardíaca, además de contrarrestar su acción pro-
inflamatoria y depresora de la contractibilidad [104, 114-116]. 
El tratamiento inmunosupresor está relacionado con las consecuencias a largo 
plazo que puede producir la miocarditis a nivel de la inmunidad celular y humoral. 
Algunos autores consideran que la terapéutica inmunodepresora con corticosteroides 
mejora los resultados cuando el proceso es agudo [116]. No obstante, se han 
presentado resultados controvertidos, ya que se han publicado efectos tanto 
beneficiosos como nocivos [97]. El tratamiento con inmunosupresores ha demostrado 




gigantes y la sarcoidosis cardiaca, y en miocarditis asociadas a enfermedades 
autoinmunes [116]. 
La presencia de auto-anticuerpos cardíacos circulantes demuestra un proceso 
humoral en la enfermedad. Estos perpetúan el proceso inflamatorio intramiocárdico 
provocando el remodelado intersticial y el déficit contráctil. Por este motivo, la 
inmunoadsorción puede tener un papel importante en la evolución de la 
miocardiopatía inflamatoria, pues a través de eféresis selectiva se van a eliminar 
inmunoglobulinas humanas de forma extracorpórea a través de adsorbentes 
específicos [117].  
 La terapia con IVIG ejerce un efecto anti-inflamatorio, modulando la síntesis de 
citoquinas y proteínas del complemento, así como la expresión intracelular de 
moléculas de adhesión y de antígenos del HLA. Sin embargo, una situación de 
hipergammaglobulinemia saturaría los receptores FcRn, con lo que aumentaría el 
número de inmunoglobulinas plasmáticas no “protegidas” y, por lo tanto, degradables  
[99, 117]. 
El tratamiento antiviral es independiente del tipo de virus y resulta en un 
bloqueo intracelular del ciclo de replicación viral. Esta acción ocurre en la célula 
infectada y las vecinas no comprometidas. Así, este tratamiento puede ser efectivo en 
las miocardiopatías virales. Los IFN juegan un papel fundamental en la defensa natural 
contra la infección viral, con lo que la disminución de su producción aumenta la 
severidad de la infección y el tratamiento con el mismo protege contra la infección 
viral [99, 118]. 
 
 
2.2.3 Modelos animales 
Con el objetivo de estudiar a fondo los mecanismos de la miocarditis y sus 
posibles tratamientos, se han desarrollado diversos modelos animales, 
fundamentalmente en ratones. Los avances en el conocimiento de la fisiopatología de 
la miocarditis resultan mayoritariamente de modelos animales. 
La miocarditis autoinmune  experimental (del inglés experimental autoimmune 




utilización del virus CVB3 y CMV o a través de la inmunización con auto-péptidos 
derivados de la cadena pesada de la α-miosina cardíaca (MyHC-α) [119-124].  
Estudios anteriores han comprobado que la cadena β-miosina es un pobre 
inductor de inflamación cardíaca comparado con la isoforma α-miosina. Pummerer et 
al ha descrito tres tipos de péptidos de la cadena pesada de α-miosina cardíaca 
capaces de inducir la EAM, pero solo uno de ellos con una secuencia acetilada de 
aminoácidos de 614-643 de la región S2 de la miosina cardiaca, ha mostrado un cluster 
de diferenciación en el modelo animal BALB/c induciendo miocarditis con lesiones 
inflamatorias ventriculares severas [119, 123]. Una de las grandes ventajas de la 
inducción de la EAM por inmunización con miosina cardíaca o con su péptido es que 
nos proporciona un modelo animal libre de virus, que estimula la segunda fase de la 
enfermedad viral [94, 119]. 
La miosina cardíaca funciona como un autoantígeno en la patogénesis de la 
EAM. La miocarditis puede ser inducida en modelos animales de ratón de las cepas 
SJL/J, A/J, BALB/c y en ratas Lewis [94, 103, 125]. 
 El curso de la enfermedad la miocarditis viral se caracteriza por tres fases. 
Según Kindermemann et al estas tres fases son: fase aguda, fase subaguda y fase 
crónica [100]. La miocarditis es un continuo de los tres diferentes procesos de 
enfermedad, con periodos transicionales indistintos. La inmunización del animal por la 
entrada del virus conduce a la necrosis de los miocitos y la exposición de antígenos 
extracelulares activa al sistema inmune que se caracteriza por la infiltración de células 
Natural killer, macrófagos y linfocitos T. La fase aguda de la miocarditis tarda sólo unos 
días. Después de la fase aguda, la segunda fase se caracteriza por reacciones 
autoinmunes (Figura 8). Esta fase subaguda, tiene la duración de unas semanas a 
varios meses, y el daño es mediado por células T autorreactivas y citoquinas de la 
familia Th1. La liberación/activación de citoquinas como factor de necrosis tumoral 
alfa, IL-1 y IL-6, y activación de anticuerpos contra proteínas cardíacas puede llevar al 
daño cardíaco. El mecanismo final de daño miocárdico agudo y crónico está dado por 
espasmo coronario microvascular, lo cual produce necrosis, fibrosis y calcificación del 
miocito, esto es el remodelado cardiaco, y la consecuente cardiomiopatía dilatada 





Figura 8 – Patofisiologia de miocarditis viral. Tras la entrada del virus, la replicación del 
virus conduce a la necrosis de los miocitos y activa al sistema inmune que se caracteriza por la 





3.  Hipersensibilidad alérgica 
   
Las enfermedades alérgicas tienen su origen en una respuesta excesiva y 
alterada del sistema inmune ante determinados estímulos externos, por general 
inocuos, llamados alérgenos. En las últimas décadas, la prevalencia de las 
enfermedades alérgicas ha aumentado considerablemente en los países desarrollados. 
La conjuntivitis alérgica es la enfermedad ocular más común [127, 128]. 
La alergia ocular representa una de las patologías más comunes en la práctica 
clínica diaria y este término incluye un amplio grupo de patologías en las que están 






3.1 Conjuntivitis alérgica  
  
 La conjuntivitis alérgica es una patología ocular producida por la inflamación 
alérgica de la superficie ocular. Puede presentarse como una entidad aislada aunque 
con frecuencia se asocia a la rinitis alérgica. Engloba a varias entidades clínicas que 
tienen diferentes mecanismos patogénicos, criterios de diagnóstico de 
hipersensibilidad y tratamiento. 
 
 
3.1.1 Diagnóstico clínico 
La primera manifestación subjetiva de conjuntivitis a tenerse en cuenta es la 
ausencia de confort en los ojos, pero casi siempre aparece desde el comienzo una 
sensación de calor o de picazón que lleva al frotar de los ojos.  
Los signos fundamentales de la conjuntivitis son cuatro: la hiperemia, el edema, 
la hipersecreción y las alteraciones morfológicas tisulares (papilas, folículos). 
La hiperemia de los vasos conjuntivales está presente en todas las formas de 
conjuntivitis, pero con intensidad variable. Sin embargo, la presencia de hiperemia, por 
sí sola, no demuestra la existencia de conjuntivitis. 
El edema o quemosis, se define como la tumefacción de la conjuntiva y se 
caracteriza por hinchazón y engrosamiento de la conjuntiva. Se produce en la 
conjuntiva bulbar, siendo en el tejido subconjuntivo laxo que se acumula el transudado 
procedente de un aumento de la permeabilidad vascular. 
La hipersecreción es muy característica y puede ser muy variable tanto en su 
aspecto (acuoso, seroso, hemorrágico y mucoso) como en su cantidad. Es producida a 
través del exudado del epitelio y del acumulo de restos y detritos epiteliales, mucus, 
lagrimas, linfocitos degenerados y la secreción de las diversas glándulas conjuntivales. 
Las alteraciones morfológicas pueden observarse en los folículos (hiperplasia 






De acuerdo con la Sociedad Internacional de Inflamación ocular (IOIS), la 
clasificación de las alergias oculares propuesta en 2006, está basada en los 
mecanismos inmunopatológicos de alergias mediadas por IgE y no mediadas por IgE 
(Tabla 2). La conjuntivitis alérgica (CA) es un tipo de alergia ocular que a su vez puede 
ser subdividida en la conjuntivitis alérgica estacional (CAES) y la conjuntivitis alérgica 
perenne (CAP) [128]. Esta clasificación incluye también otras condiciones como 
queratoconjuntivitis atópica (KCA), queratoconjuntivitis vernal (KCC), conjuntivitis 
papilar gigante (CPG) y el contacto dermatoconjunctivitis (CDC) - con diferentes 
manifestaciones, diferentes cursos clínicos, diferentes características 
inmunopatológicas y respuestas variables al tratamiento [128, 131-133]. 
Sin embargo, en 2012 con objeto de relacionar la fisiopatología y la evolución 
clínica se propuso una nueva clasificación, en la que según la duración en el tiempo de 
los síntomas las dividen en perennes o intermitentes/estacional y según la intensidad 
de los mecanismos en: leves, moderadas y graves [127]. 
 
 CAES CAP KCV KCA CPG CDC 
Presentación 
 
Intermitente Perenne Intermitente ± 
exacerbaciones 
Perenes 









Mediada por IgE 
y no mediada 
por Ig-E 
Mediada 




No alérgica No mediada por 
IgE 
Tabla 2 - Características clínicas de los principales síndromes de alergia ocular, 
incluyendo presentación oftalmológica y mecanismo. Adaptado de Lionardi et al [127].  
 
 
Conjuntivitis alérgica estacional e perenne 
La conjuntivitis alérgica es una enfermedad crónica, bilateral caracterizada por 
una inflamación de la conjuntiva tarsal (papilas) y bulbar (Figura 9), que se caracteriza 









Las formas CAES y CAP son las formas más comunes. El inicio de la enfermedad 
suele ser brusco, bilateral, con gran sintomatología: picor, escozor, sensación de 
cuerpo extraño, fotofobia, lagrimeo y rinorrea [134-136]. A la exploración se observa 
edema conjuntival y palpebral, abundante secreción de origen seroso, folículos, 
hiperemia conjuntival y dermatitis en casos de que el origen sea por contacto [129, 
130, 133, 137]. En las exploraciones citológicas aparecen numerosos eosinófilos y finos 
granos eosinófilos. 
La CAES se caracteriza por sus recurrencias estacionales, primavera y otoño 
asociada muchas veces con rinitis alérgica. Sin embargo, la CAP se puede dar todo el 
año siempre que expuesta al alérgeno, como es el caso con la caspa animal, ácaros 
heces, y otros antígenos persistentes, a la que el paciente puede sufrir episodios 
agudos individuales o crónicos es decir, los signos y síntomas permanecen cuando se 
expone a diario embates de alérgeno [128, 129, 133-135, 137]. 
 
 
3.1.3 Fisiopatología de la conjuntivitis 
 La conjuntivitis alérgica es un proceso inflamatorio ocular bilateral y limitante. 
Como en cualquier otro tejido del organismo, el agente causal de la inflamación va a 
producir vasodilatación de la conjuntiva que conlleva a un daño endotelial, originando 
un aumento de su permeabilidad. Estas alteraciones permiten el paso de las células 




de diversas formas; desde una simple disminución de la transparencia del tejido, muy 
difícil de valorar, hasta la formación de una hernia de la conjuntiva en la hendidura 
palpebral [129].  
 La alergia ocular tiene lugar en dos fases (Figura 10): 
1. Fase de sensibilización alérgica conjuntival y desarrollo de memoria celular 
2. Fase de respuesta efectora que se divide en: 
a. Fase de respuesta alérgica conjuntival inmediata o precoz 
b. Fase de respuesta alérgica conjuntival tardía. 
 
 
Figura 10 –  Origen y formación de la reacción alérgica. Fase de sensibilización: primera 
exposición. Fase de respuesta efectora: segunda exposición. Adaptado de Guía de Práctica 
Clínica: Alergia a picadura de himenópteros en pediatría 2010 [138]. 
 
 En la fase de sensibilización, el alérgeno entra en contacto con la superficie de 
las mucosas donde es capturado y procesado por parte de las células apresentadoras 
de antígeno, principalmente las células dendríticas (CDs) de la conjuntiva. Las células 
dendríticas presentan los péptidos derivados del alérgeno en contexto del complejo de 




receptores de células T (TRC) específicos, activando y llevando a la diferenciación de 
los linfocitos efectores. Dependiendo de la capacidad de las citoquinas presentes en el 
micro-entorno, las células Th0 se pueden diferenciar en Th1, Th2 y Th17. En el caso de 
las reacciones alérgicas están implicados los linfocitos Th2. La población de linfocitos 
Th2 se expande y segregan factores como la IL-4, que favorecen la producción por 
parte de células B de inmunoglobulinas IgE específicas. 
La fase efectora induce a una respuesta inmediata de la conjuntivitis alérgica 
(20-30 minutos de la entrada del alérgeno). Tiene lugar una vez que el individuo, 
previamente sensibilizado, contacta de nuevo con el alérgeno, el cual se une a los 
complejos IgE-FcεRI presentes en la superficie de las células efectoras (mastocitos y 
basófilos). Esto da lugar a la degranulación de las células y a la liberación de 
mediadores biológicamente activos como la histamina, leucotrienos y citoquinas, entre 
otros, que favorecen la vasodilatación, la permeabilidad microvascular, la quimiotaxis y 
la activación de neutrófilos, eosinófilos y otras células inflamatorias que serán las 
responsables de la respuesta alérgica tardía. 
La fase efectora de respuesta tardía (4-10 horas del primer contacto con el 
alérgeno), se caracteriza por la infiltración de células inflamatorias como mastocitos, 
basófilos, eosinófilos y células Th2 especificas en la conjuntiva, dando lugar a una 
inflamación local. Este reclutamiento a los sitios de entrada del alérgeno, se debe a la 
liberación de quimiocinas durante la fase precoz. Además, las células Th2 activadas 
liberan mediadores que producen un aumento tisular de eosinófilos. Los eosinófilos 
liberan un gran número de mediadores pro-inflamatorios, incluyendo proteínas básicas 
(proteína catiónica, peroxidasa eosinófila, proteína básica mayor y neurotoxina 
derivada del eosinófilos), citoquinas (IL-3, IL-5, IL-13), mediadores lipídicos 




El manejo de la alergia ocular incluye evitar los alérgenos, el tratamiento 




El tratamiento farmacológico basase en la evitación del antígeno ofensor y el 
uso de solución salina o lágrimas artificiales para diluir y eliminar los alérgenos 
físicamente. Los medicamentos disponibles pertenecen a diferentes familias 
farmacológicas: los vasoconstrictores tópicos; los antihistamínicos; los estabilizadores 
de los mastocitos con acción antihistamínica, llamados agentes con acción dual 
(dualacting); los anti-inflamatorios no esteroideos y los corticosteroides [128, 133]. 
Los vasoconstrictores tópicos son agonistas alfa-adrenérgicos aprobados para 
uso tópico en el alivio del enrojecimiento conjuntival, pero tienen poca eficacia en 
otros síntomas [127]. La administración prolongada de estos fármacos puede causar 
hiperemia de rebote, conjuntivitis folicular, blefaroconjuntivis eczematosa y 
conjuntivitis inducida por fármacos [128]. 
Los antihistamínicos bloquean los síntomas producidos por la liberación de 
histamina, como resultado de la interacción con los receptores H1 presentes en las 
terminaciones nerviosas (reduciendo sensación de picor) y situados en los vasos 
sanguíneos (reducción de edema y vasodilatación), aunque algunas de estas sustancias 
también tienen propiedades anti-inflamatorias, con la inhibición de la expresión de 
ICAM-1, o efectos sobre el PAF, entre otras acciones. Los antihistamínicos más usados 
son el antazolina y el feniramina [128, 133, 137]. Su tratamiento a largo plazo no es 
adecuado pues presentan efectos adversos como la hiperemia de rebote [128]. 
Lo estabilizadores de los mastocitos inhiben la degranulación mediante la 
interrupción de la cadena normal de señales intracelulares que resulta de la activación 
del receptor de IgE, lo que conlleva a la inhibición de mediadores inflamatorios [127, 
133]. Los estabilizadores de los mastocitos son: cromoglicato de sodio (SCG), 
lodoxamida y NAAGA (Ácido glutámico N-acetil-aspartil) [128, 137]. 
Como estabilizadores de los mastocitos con acción antihistamínica (dualacting);  
están: azelastina, epinastina, ketotifeno y olopatadina [127, 128, 137]. Tienen la 
ventaja de proporcionar un alivio rápido de los síntomas (por su efecto 
antihistamínico), junto con el beneficio a largo plazo de la estabilización de los 
mastocitos [127, 128]. 
El ketorolac, utilizado como fármaco anti-inflamatorio no esteroide bloquea la 
vía de la ciclooxigenasa; reduciendo la síntesis de prostaglandinas y tromboxano. Han 




Los corticosteroides son utilizados en el tratamiento más severo de la 
conjuntivitis alérgica. Pueden modular la respuesta de los mastocitos mediante la 
inhibición de la producción de citoquinas y el reclutamiento y activación de células 
inflamatorias [127, 128, 133, 137]. La fluorometolona tópica, medrisona, loteprednol, 
rimexolona y gotas para los ojos, son la primera opción en la inflamación moderada. 
Para la inflamación alérgica grave: prednisolona, dexametasona, betametasona, 
optando por la dosis más baja y durante el menor tiempo [127, 128]. Los esteroides 
tópicos están asociados a la formación de cataratas y pueden causar un aumento en la 
presión ocular conduciendo al glaucoma [133]. 
 
 
3.1.5 Modelo animal 
Igual que en la conjuntivitis alérgica, el modelo animal representa un complejo 
trastorno del sistema inmune que implica la activación de macrófagos y la 
presentación del alérgeno, activación de células T y producción de IgE por las células B. 
Ratner (citado por Duke-Elder en 1965) en 1927, demostró por primera vez que 
cobayas, previamente sensibilizados con ciertos componentes de polvo tras una 
segunda exposición a ese antígeno desarrollaron conjuntivitis aguda [136]. El modelo 
murino nunca se utilizó hasta 1996. Los ratones ofrecen la ventaja de tener un sistema 
inmune similar a la de los seres humanos e haber una amplia gama de reactivos 
inmunológicos disponibles comercialmente para su sistema inmunológico [136, 139].  
En general, estos modelos consisten en una primera sensibilización con el 
antígeno (inmunización o "preparación"), seguida de una segunda dosis del mismo 
antígeno (dosis "desafiante") algunos días más tarde (por lo general 7-15), iniciando 
una respuesta inflamatoria. Esta respuesta inflamatoria es rápida y presenta los signos 
clínicos característicos de la alergia ocular en humanos: edema e hiperemia de ambos 
párpados y conjuntiva [136]. 
En 1998, Teresa Magote desarrolló un nuevo modelo experimental animal con 
signos clínicos, celulares y humorales de la conjuntivitis alérgica, inducidos por una 
única inmunización y una única exposición al antígeno en el ojo. Este modelo se 




picor de los párpados, que comienza inmediatamente después de la exposición al 
alérgeno tópico. Histológicamente, esta reacción es acompañada de una infiltración 
celular: neutrófilos, macrófagos y eosinófilos. La infiltración eosinófila se alcanza su 
punto máximo a las 48 horas después de la exposición tópica al polen. Se observa 







Los terpenos constituyen el grupo más simple de lípidos insaponificables, 
formados por dos, cuatro, seis o más unidades de isopreno, formando cadenas lineales 
o cíclicas y algunos de ellos contienen estructuras de ambos tipos. Debido a su 
naturaleza hidrocarbonada son sustancias hidrofóbicas y por lo tanto insolubles en 
agua. Según el número de isoprenos se clasifican en:  
 Monoterpenos que contienen 2 moléculas de isopreno, 
 Diterpenos con 4 moléculas de isopreno, 
 Triterpenos con 6 moléculas de isopreno, 
 Tetraterpenos que contienen 8 moléculas de isopreno 
 Politerpernos con muchas moléculas de isoprenos. 
 
Los triterpenos son compuestos naturales que se encuentran ampliamente 
distribuidos en todo el reino vegetal. Su estructura consta de 30 átomos de carbono 
provenientes de la condensación “cabeza-cola” de seis unidades de isopreno. Se 
distinguen cuatro clases de triterpenos: de cadena abierta, tricíclicos, tetracíclicos y 
pentacíclicos. Basándose en sus esqueletos de carbono, además pueden clasificarse 
en:  




-Pentacíclicos: Ursanos (ácido ursólico, uvaol), Oleananos (ácido oleanólico, 




4.1 El ácido oleanólico 
 
El ácido oleanólico (ácido 3β-hidroxiolean-12-en-28-oico) es un compuesto 
biológicamente activo aislado en más de 1620 especies de plantas incluyendo plantas 
de uso alimenticio y hierbas medicinales. Este compuesto es prevalente en plantas de 
la familia Oleaceae, como el olivo (Olea europea) [143, 144].  
El ácido oleanólico (AO) es un componente minotario, pentacíclico cuya 
estructura consta de 30 átomos de carbono provenientes de la condensación “cabeza-




Figura 11 – Estructura molecular del Ácido Oleanólico. 
 
El AO puede obtenerse en grandes concentraciones del subproducto del aceite 
virgen. Se sabe que en el aceite virgen la concentración de AO es aproximadamente 
56mg/kg mientras que en el aceite de orujo podemos encontrar hasta 416mg/kg de 
AO [143, 145].  
 En los últimos años se han realizado numerosos estudios sobre las propiedades 
y actividades de aceite de oliva y sus triterpenos. Se ha demostrado que el ácido 




 Cardiovasculares – Es anti-hiperlipidémico, anti-aterogénico, anti-hipertensor y 
vasodilatador ofreciendo protección miocárdica, disminuyendo así los riesgos de 
enfermedades cardiovasculares [145-147].  
 Anti-cancerígenas – Posee una gran variedad de actividades anti-carcinogénicas 
descritas en numerosas líneas celulares tumorales “in vitro”: de leucemia humana 
[148], o de adenocarcinoma de colon humano [149-151]. Inhibe el desarrollo del 
tumor en distintas etapas incluyendo la tumorogénesis, el progreso tumoral, la 
angiogénesis y la metástasis [152]. Sus efectos se han observado en el cáncer 
pancreático, hepático, pulmonar, colón [146, 149, 151, 153], pecho, piel [146] y en 
astrocitomas [154].  
 Anti-inflamatorias –Se ha demostrado en estudios “in vivo” e “in vitro”. La 
inhibición de los procesos inflamatorios, en células endoteliales umbilicales humanas, 
se lleva a cabo por la inhibición de la expresión del factor nuclear NF-kβ (NF-kβ) y de la 
expresión del factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) [146]. Es un potente inhibidor de 
los procesos inflamatorios, actuando en la inhibición de la cicloxigenasa-2 (Cox-2), así 
como de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-6 y IL-1β [146, 147, 155], de la 
actividad de la fosfolipasa A2 secretada (sPLA2-IIa) [155, 156], inhibición de la 
liberación de histamina por los mastocitos [157] y de generación del anión superóxido 
en neutrófilos [158]. 
 Anti-oxidantes – Está relacionado con el aumento de los niveles de la glutation 
peroxidasa y de la superóxido dismutasa (SOD) [144, 147, 159, 160].  
 Hepatoprotectoras – Protege al hígado de los daños químicos, así como de la 
fibrosis y de la cirrosis resultado del daño causado por las enfermedades hepáticas 
[144, 161, 162]. El AO lleva al aumento nuclear de Nrf2, que es la llave transcripcional 
para la protección del hígado [144]. Hay una disminución de la expresión de los niveles 
de enzimas lipogénicas como la acetil-CoA carboxilasa y la acetiltransferrasa glicerol-3-
fosfatasa. La administración del AO aumenta también la expresión de genes 
relacionados en la proliferación celular y suprime el aumento de la expresión del 
citocromo P450-hepático [147, 160, 163]. 
 Otros efectos - Se han descrito además efectos antiulcerosos en ratas [164, 
165]; antimicrobianos e insecticidas [166-168]; en la prevención y tratamiento de la 




carbohidratos de la dieta (α-glucosidasa)  [169-171]; o actividad moduladora del 
tránsito intestinal [172].  
En algunos países asiáticos como China, Japón y Corea el ácido oleanólico es 
comercializado como un droga oral para el tratamiento y prevención de algunas 
enfermedades como hepatitis crónica, desordenes hepáticos, etc [143, 144, 163, 173, 
174].  Además, se emplea en el campo de la cosmética e incluso en preparaciones 
tópicas para prevenir el cáncer de piel [175]. 
  
 
4.1.1 Análogos sintéticos del ácido oleanólico 
El ácido oleanólico presenta numerosas actividades farmacológicas 
beneficiosas, para la salud, sin embargo, es relativamente débil, por consecuente, la 
modificación química es necesaria para incrementar su actividad biológica sin afectar a 
su toxicidad. 
En los últimos años se han obtenido diversos análogos sintéticos como: el 
CDDO (ácido 2-ciano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oico), el CDDO-Me 
(bardoxolone metil), el CDDO-Im (imidazole), el di-CDDO (nitrilo) el CDDO-MA (metil 
amida), el CDDO-EA (etil amida) y el CDDO-TFEA (trifluoroetil amida) [143, 176-180]. 
Estos compuestos sintéticos presentan iguales/semejantes propiedades al compuesto 
natural, propiedades estas con actividad anti-inflamatoria [176, 177, 181-183], anti-


















Teniendo en cuenta que el ácido oleanólico es un compuesto natural con 
características anti-inflamatorias prometedoras, el objetivo general de esta tesis ha 
sido estudiar el efecto del ácido oleanólico en diferentes modelos animales de 






1. Caracterizar las propiedades neuroprotectoras y anti-oxidantes del ácido 
oleanólico en un modelo experimental de esclerosis múltiple: la 
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). 
a. Evaluación de los síntomas motores y peso corporal. 
b. Análisis de parámetros microscópicos de inflamación, desmielinización, 
muerte celular y degeneración neuronal. 
c. Análisis de la respuesta inflamatoria e inmune. 
d. Análisis de parámetros de estrés oxidativo. 
e. Análisis de neurotransmisores. 
 
2. Caracterizar las propiedades inmunomoduladoras y cardioprotectoras del ácido 
oleanólico en un modelo experimental de miocarditis: la miocarditis 
autoinmune experimental (MAE). 
a. Evaluación de parámetros funcionales. 
b. Evaluación de parámetros macroscópicos y microscópicos de 
inflamación y fibrosis. 






3. Caracterizar las propiedades anti-alérgicas e inmunomoduladoras del ácido 
oleanólico en un modelo experimental de conjuntivitis alérgica: la conjuntivitis 
alérgica experimental (CAE). 
a. Evaluación de parámetros microscópicos de infiltración celular. 
b. Análisis de la respuesta inflamatoria e inmune. 
 
4. Caracterizar las acciones directas del ácido oleanólico sobre células relevantes 













III. MATERIALES Y MÉTODOS




1. Materiales y reactivos 
 
Al final de cada material y reactivo se detalla entre paréntesis un número que 
permite identificar la casa comercial de cada uno en un apéndice que aparece al final 
de este apartado. 
 
1.1 Materiales 
Agujas estériles-c/luer 0,5X16mm micrilance3 (25G x ⅝’’) (6) 
Agujas estériles-c/luer 1,2X40mm micrilance3 (18GA1½) (6) 
Cubreobjetos de 12 mm Ø (18) 
Filtros estériles de 0,8 μm (5) 
Filtro de 70µm (5) 
Filtros estériles de 0,2 μm (27) 
Frascos para cultivo de células adherentes y no adherentes (22) (32) 
Hojas de bisturí estériles (6) 
Imject Alum (35) 
Insertos transwell ® permeables, 8 µm de poro con membrana de policarbonato (10) 
Jeringas de vidrio 5 ml (30) 
Jeringas estériles-c/luer 1 ml (tuberculina)  (5) 
Llaves de 3 vías estériles (6)  
Pinzas de disección (33) 
Pipetas de Pasteur (12) 
Pipetas estériles de 5, 10 y 25 ml (32) 
Placas de cultivo de 12 pocillos Ø (20) 
Placas de cultivo de 96 pocillos Ø (20) 
Placas p60 (5) 
Poli-L-lisina (35) 
Portaobjetos con Polilisina (35) 
Portaobjetos sin Polilisina (21) 




Puntas de pipeta (23) 
Tissue Tek (OCT) (31)  
Tubos de citómetro (32) 
Tubos de criocongelación (10) 
Tubos de polipropileno de 15 ml (35) 
Tubos Falcon de 50 ml (6) 
Tubos tipo eppendorf (34) 
 
1.2 Reactivos generales 
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (34) 
2’,7’-dichlorodihydrofluoresceina diacetato (DCFH2-DA) (20) 
4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (34) 
Ácido [N-(2-hidroxietil) piperacina-N’-(2-etanosulfónico)] (HEPES) (34)  
Ácido acético glacilal (33) 
Ácido clorhídrico (HCl) (23) 
Ácido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) (34) 
Ácido fosfomolíbdico (34) 
Ácido Oleanólico (OA) (16) 
Ácido tiobarbiturico (TBA) (34) 
Adjuvante completo de Freund (CFA) (34) 
Albúmina de suero bovino deslipidada (BSA) (34) 
Anestésico IMALGÈNE 1000 (24) 
Anestésico ROMPUN 2% (4) 
Anexina-V conjugada con PE (6) 
Angiotensina II (34) 
Bovine Serum Albumin (BSA) (34) 
Carbonato de litio (23) 
Cloramina T (34) 
Cloruro de Potasio (KCL) (23) 
Cloruro sódico (NaCl) (34) 
Colagenasa IA (34) 





Dihidroetidio (DHE) (20) 
Dimetilsulfóxido (DMSO) (34) 
Eotaxina-1 (11) 
Etanol (32) 
FACSTM Lysing Solutions (5) 




Hidróxido de sodio (NaOH) (17)  




Medio Claycomb (34) 
Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (8) 
Medio de cultivo mínimo esencial de Eagle (EMEM) (8) 
Medio de cultivo RPMI 1640 (8) 
Medio de montaje para fluorescencia EUKITT (34) 
Mycobacterium Tuberculosis H37 Ra (13) 
Parafina (34) 
Paraformaldehído (PFA) (34) 
Penicilina-Estreptomicina (8) 
Permanganato de potasio (34) 
Piruvato (20) 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) (17) 
Solución de permeabilización y fijación (15)  
Suero de ternera fetal (STF) (9)  
Tampón de unión a anexina-V (9) 
Toxina pertúsica de Bordetella pertussis (34) 
Tripsina sin EDTA (18) 





Tritón X-100 (9) 





Ácido Peryódico (34) 
Schiff (PAS) (34) 
Azul de Toluidina (34) 
Eosina (34) 
Hematoxilina de Harris (34) 
Luxol fast blue (34) 
Rojo de alizarina S (26) 
Rojo picrosirio (34) 
Violeta de cristal (34) 
 
1.4 Anticuerpos 
Anti-mouse CD14-APCCy7 (7) 
Anti-mouse CD19-PE (7) 
Anti-mouse CD3 marcado con PECy5 (7) 
Anti-mouse CD3-PECy5 (7) 
Anti-mouse CD4 marcado con Pacific Blue (7) 
Anti-mouse CD8 marcado con PE (7) 
Anti-mouse Foxp3 (15) 
Anti-mouse IgG con FITC (34) 
Anti-rabbit IgG con FITC (34) 
Bloqueante FcγRII/III con anti-CD16/32 Fc (15)  
Gap-43 policlonal anti-rabbit (1) 
NG2 policlonal anti-rabbit (23) 




1.5 Kits comerciales 
Catalasa (3) 
ELISA para BNP (15) 
ELISA para Eotaxina-1 (15) 
ELISA para fosfolipasa secretada A2-II s (PLA2-IIA) (36) 
ELISA para Galectina-3 (15) 
ELISA para IL-10 (15) 
ELISA para IL-13 (15) 
ELISA para IL-17 (15) 
ELISA para IL-33 (15) 
ELISA para IL-35 (15) 
ELISA para IL-4 (15) 
ELISA para IL-6 (15) 
ELISA para MCP-1 (15) 
Fluoro Jade C (1) 
Glutamato (1) 
Peroxido de hidrogeno (3) 


















Apéndice de las casas comerciales 
 
1. AAT Bioquest 
2. Abcam 
3. Arbor Assay 
4. Bayer HealthCare 
5. BD Biosciences Pharmingen 




10. Corning incorporated costar 










21. Kindler Gmbh 
22. Labclinics 
23. Merck 
24. Merial Laboratorios 
25. Millipore Corporation 
26. Nunc 





32. Sarstedt Internacional 
33. Scharlab 
34. Sigma-Aldrich 
35. Thermo Scientific 











2.1 Modelos animales experimentales: Estudios in vivo 
 
Los animales 
Los ratones utilizados en los distintos modelos de enfermedades provinieron de 
los laboratorios del Dr. Charles River (Barcelona). Los ratones se mantuvieron en el 
animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, en jaulas con 
lecho de viruta, fueron alimentados con una dieta de piensos especial para animales 
de laboratorio, con un consumo variable en función al peso y a la edad del animal, 
agua ad libitum, temperatura constante de 20-24° C y expuestos a un ciclo de luz de 
12h/día (8.00 a.m.-8.00 p.m.) (Consejo de Comunidades Europeas, 1986). Los 
protocolos del estudio fueron aprobados por el comité de Ética de investigación animal 
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, cumpliendo la normativa 
86/609/ECC de la comunidad Europea y la legislación que regula la investigación 
animal (BOE252/34367-91, 2005). 
 
El ácido oleanólico 
El ácido oleanólico administrado (AO) como tratamiento en los diferentes 
modelos experimentales ha sido sintetizado en los laboratorios de Extrasynthese, 
Genay Cadex en Francia. El AO se disolvió a una concentración de 25mM en 
Dimetilsulfóxido (DMSO). Para su administración a los ratones, esta solución se diluyó 
hasta 10mM en PBS, de manera que la concentración final de DMSO en cada inyección 
no excediera el 0,2 % w/v. Los ratones se trataron diariamente con una inyección 








2.1.1 Modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE)  
 
El modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE) se indujo en ratones 
hembra del linaje C57Bl/6J de 6-8 semanas siguiendo el protocolo descrito por Slavin 
et al [67-69] que se caracteriza por una parálisis ascendente progresiva crónica. La 
enfermedad se indujo mediante una inyección bilateral en la base de la cola con un 
péptido de la mielina de oligodendrocitos de rata (MOG35-55) - una mezcla de 200 μl de 
MOG35-55 (100μg) emulsionado en adyuvante completo de Freund (CFA) y conteniendo 
4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis. El péptido MOG35-55 
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK), fue sintetizado por el laboratorio del Dr. F. Barahona 
(CBM, Madrid).  
Los animales recibieron además dos inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 
300ng de toxina pertussis, una administrada en el día de la inmunización y otra a las 48 
horas post-inducción (Figura 12). Los animales se examinaron diariamente, para 
monitorizar la pérdida de peso y la aparición de los síntomas neurológicos. 
 
 
Figura 12 – Representación esquemática del tipo del tratamiento en el modelo in 
vivo de EAE y su día de sacrificio. 
 
Tratamiento con AO 
Los ratones se trataron diariamente con una inyección i.p. desde el primer día 
de la inducción hasta el día de sacrificio de los animales (50mg/kg/día). 
 
 




Análisis diario de los síntomas 
Se realizó diariamente el examen del peso y aparición de los síntomas motores 
clasificándolos: 
 0 Sin síntomas. 
 0,5  Debilidad o flaqueza de la cola (cola 50% o 2/3). 
 1,0  Parálisis total de la cola (cola 100%). 
 1,5  Paresia (que significa debilidad o flaqueza motora) de patas traseras. 
 2,0  Parálisis moderada parcial 1 o 2 pata(s) traseras (arrastra pata(s) 
trasera(s)). 
 2,5  Parálisis severa parcial 1 o 2 pata(s) traseras. 
 3,0  Parálisis total de patas traseras. 
 3,5  Parálisis moderada de patas delanteras. 
 4  Parálisis total de patas delanteras. 
 
Extracción de la sangre, suero y tejido  
Los animales se anestesiaron con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), y 
se les abrió la cavidad torácica hasta acceder al corazón. Tras retirar el corazón, con 
una jeringa se les extrajo la sangre que se encontraba en la cavidad torácica. Se 
centrifugó la sangre a 3000 r.p.m. durante 10 minutos a 40C y se guardó el suero 
obtenido a -800C, hasta el momento de su utilización. 
Tejidos: se extrajeron cerebelo, médula espinal y nervio óptico. Los tejidos o 
bien se congelaron a -800C para su posterior uso en los estudios de citoquinas o bien se 
fijaron para histología. Se extrajo también el bazo para los estudios de células linfoides. 
 
 
2.1.2 Modelo de miocarditis autoinmune experimental (MAE) 
 
La inducción de miocarditis autoinmune experimental (MAE) se realizó 
mediante un péptido específico acetilado de la cadena pesada α-miosina (MyHC-α614-
629) del musculo cardiaco de ratón (Ac-SLKLMATLFSTYASAD-OH) (sintetizado por los 
laboratorios de Immunostep en Salamanca) según Pummerer et al [119, 124].  




El modelo EAM se indujo en ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad. Los 
animales recibieron una dosis subcutánea de 200µl por ratón del péptido MyHC-α614-
629 (100µg) emulsionado en una mezcla de CFA y conteniendo 5mg/ml de 
Mycobacterium tuberculosis (1:1). Además, en el día 0 se administró una dosis, i.p., de 
500ng/ml de toxina pertussis (Figura 13). Los animales fueron pesados en el momento 
de la inducción y en el día de sacrificio. 
 
 
Figura 13 – Representación esquemática del tipo del tratamiento en el modelo in 
vivo de MAE y su día de sacrificio. 
 
Tratamiento con AO 
La dosis de AO 50mg/kg/día fue administrada mediante inyección diaria i.p.. El 
diseño experimental se representa en la figura 11. 
Se ha diseñado el estudio dividiendo los animales en tres grupos: 
1) Los ratones se trataron con AO desde la inducción de la MAE, hasta el 
día 21 post-inducción (fase aguda de la enfermedad).  
2) Los ratones se trataron con AO desde el día de la inducción hasta el 
día 65 (fase crónica de la enfermedad). 
3) Los ratones se trataron con AO desde el día 21 post-inducción (fase 






















Extracción de la sangre, suero y tejido cardiaco 
Los animales se anestesiaron con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), y 
se les abrió la cavidad torácica hasta acceder al corazón. Con una inyección de KCl 1M 
se indujo la parada cardíaca. Se extrajo la sangre y se centrifugó a 3000 r.p.m. durante 
10 minutos a 40C, obteniendo el suero que se guardó a -800C, hasta el momento de su 
procesamiento. 
Los corazones se lavaron con PBS 1x y se pesaron. El corazón se cortó en 3 
partes, desechándose la parte superior con las aurículas, mientras que la intermedia 
con los ventrículos se fijó para su procesamiento histológico y por último la parte 
inferior (el ápex) se congeló a -800C para su posterior homogeneización y obtención de 
las proteínas para los ensayos de citoquinas. Se extrajo también el bazo para el estudio 
de células linfoides. 
 
 
2.1.3 Modelo de conjuntivitis alérgica experimental (CAE) 
 
El modelo de conjuntivitis alérgica experimental (CAE) se indujo en ratones de 
6-8 semanas de edad del linaje BALB/c, de acuerdo con el modelo descrito por Teresa 
Magote en 1998 [140]. Su sensibilización se realizó mediante una inyección 
intraperitoneal (i.p.) de 200 µl de la mezcla del polen Ragweed (50 µl) en 0,25 ml de 
Imject Alum. El polen Ragweed (RWP) utilizado en la inducción de la CAE fue 
sintetizado en los laboratorios Polyscience en Warrington PA. En el día 10 post-
sensibilización, se administró tópicamente, en el ojo del ratón, 1,25mg de polen 
Ragweed en forma de polvo. Los animales se sacrificaron a las 24h (Figura 14).  
 
 





Figura 14 – Representación esquemática del tipo del tratamiento con AO en el 
modelo in vivo de CAE y su día de sacrificio. 
 
Tratamiento con AO 
 El tratamiento con AO se realizó diariamente (Figura 12): con una inyección i.p. 
(50mg/kg/día). El tratamiento dividió en dos grupos: 
1- desde el primer día de la sensibilización (AO 10) hasta el sacrificio; 
2- en el día 5 post-sensibilización (AO 5) hasta el sacrificio. 
 
Extracción de la sangre, suero y tejido oftalmológico 
Los animales se anestesiaron con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), y 
se les abrió la cavidad torácica hasta acceder al corazón. Con la ayuda de una jeringa se 
extrajo la sangre que se encontraba en la cavidad torácica. Se centrifugó la sangre a 
3000 r.p.m. durante 10 minutos a 40C y el suero obtenido se guardó a -800C, hasta el 
momento de su procesamiento. 
 Tejido: se extrajo los ojos incluyendo párpados y conjuntiva para posterior 
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2.2 Análisis histopatológico 
 
El análisis histopatológico se realizó mediante la utilización de varias tinciones. 
Los diferentes tejidos estudiados se fijaron en paraformaldeído (PFA) al 4%, a 
continuación se incluyeron en parafina o en Tissue Tek (OCT) y se congelaron a -800C.  
Antes de la incluir las muestras de tejido en parafina, se procedió a la 
deshidratación de las mismas, en una serie gradual de alcoholes, eliminando toda el 
agua y se reemplazó con parafina para de esta manera facilitar el corte de dichos 
tejidos. 
Dependiendo del tipo de inclusión, los cortes se realizaron en el micrótomo de 
rotación con un espesor de 3 µm o en el criostato con un espesor de 16 µm. 
 
Tras las tinciones, los cortes se visualizaron en un microscopio Nikon Eclipse 90i 
(Nikon Instruments, Inc., Amstelveen, the Netherlands) o en un Olympus B-H (Olympus 
optical Co. LTD, Tokio, Japan), donde se tomaron fotos con la cámara incorporada 




Las tinciones histológicas realizadas en este trabajo fueron: Hematoxilina & 
Eosina, Luxol Fast Blue- Ácido Peryódico de Schiff, Rojo Picrosirios, Alizarin Red S y Azul 
de Toluidina. 
 Antes de realizar la tinción, las muestras se desparafinaron mediante xilol y se 
rehidrató progresivamente el tejido con concentraciones alcohólicas decrecientes. Tras 
finalizar la tinción, se agregó un líquido de montaje no acuoso (EUKITT ®) y se cubrió 
con un cubre-objetos para lograr una preparación permanente.  
 
2.2.1.1 Hematoxilina & Eosina  
La tinción de Hematoxilina & Eosina (H&E) es una tinción dicrómica utilizada 
con más frecuencia en el diagnóstico histopatológico. El método supone la aplicación 




de la tinción de hematoxilina, que por ser catiónica o básica, tiñe estructuras ácidas 
(basófilas) en tonos Azul y Púrpura, como por ejemplo los núcleos celulares; mientras 
que la eosina que tiñe los componentes básicos (acidófilos) en tonos de color rosa, 
gracias a su naturaleza aniónica o ácida, como el citoplasma. Las muestras 
previamente desparafinadas e hidratadas se lavaron en agua destilada y se incubaron 
durante 6 minutos en Hematoxilina de Harris a temperatura ambiente. A continuación, 
se lavaron en agua (+/- 5 minutos) y se incubaron en eosina durante 45 segundos. 
Después de lavar con agua (+/- 7 minutos), se deshidrataron por pasos sucesivos en 
alcohol en concentraciones crecientes, terminado la tinción con la sumersión de los 
portas en el xilol durante 10 minutos.  
 
2.2.1.2 Luxol Fast Blue – Ácido Peryódico de Schiff (LFB-PAS) 
La tinción de Luxol Fast Blue de KIüver Barrer presenta gran afinidad por los 
fosfolípidos de la vaina de mielina del SNC.  
La tinción de PAS evidencia la presencia de grupos aldehído formados por 
oxidación previa de los hidratos de carbono. El ácido periódico rompe la unión entre 
carbonos con hidroxilos (-OH) adyacentes, y forma grupo aldehídos (-CHO) para dar un 
color rojo púrpura intenso y poniendo en evidencia las células nerviosas, células gliales 
y detalles citoplasmáticos. 
Para la realización de la técnica histológica Luxol Fast Blue – Ácido Peryódico de 
Schiff (LFB-PAS) [184], las muestras previamente desparafinadas e hidratadas se 
incubaron en solución de azul de luxol durante toda la noche a temperatura ambiente. 
Tras un lavado rápido en alcohol a 95%, seguido de un lavado en agua destilada, las 
muestras, se incubaron con solución de carbonato de litio 0,05%, durante 30 
segundos. Se terminó la diferenciación en alcohol a 70% y se lavaron las muestras en 
agua destilada. A continuación las muestras se incubaron en el reactivo de Schiff’s 
durante 15 minutos a 370C y tras un lavado en agua durante 10 minutos se incubaron 
en Hematoxilina de Harris durante 20 segundos. Por último, se procedió a la 
deshidratación mediante concentraciones crecientes de alcoholes terminado la tinción 
con la sumersión de los portas en el xilol durante 10 minutos. 
 




2.2.1.3 Rojo Picrosirios (pSR) 
La tinción Rojo Picrosirios, una modificación del método de Sweat´s que nos 
permite identificar selectivamente a diferentes los tipos de colágeno. La tinción no es 
selectiva, pero ofrece una oportunidad de identificar especialmente las fibras de 
colágeno neo formadas: las fibras de colágeno tipo I amarillo brillante, naranja o rojo, 
las II (de acuerdo a orientación) azules o amarillas claras y las de tipo III verde.  
Las muestras previamente desparafinadas e hidratadas e se incubaron en ácido 
fosfomolíbdico 0,2% durante 2 minutos y se lavaron en agua destilada. A continuación 
se incubaron en una solución 0,1% de Rojo Picrosirios durante 110 minutos a 
temperatura ambiente seguido de HCL 0,01N durante 2 minutos. Las muestras se 
deshidrataron progresivamente concentraciones de alcohol crecientes (70%, 100%, 
100% y 100%), terminado la tinción con un aclarado en xilol durante 45 segundos 
 
2.2.1.4 Rojo de Alizarin S (ARS) 
Las deposiciones anormales del mineral calcio pueden ser detectadas mediante 
la tinción histológica Rojo de Alizarin S. La tinción histológica Rojo de Alizarin S forma 
un complejo de quelato con el calcio poniendo en evidencia los depósitos de calcio. 
Para su realización se desparafinaron los cortes de parafina en xilol durante 10 
minutos. Se inmergieron los portas en etanol a 95% y se dejaron secar al aire. Las 
muestras se incubaron en una solución rojo de Alizarin S durante 2 minutos, 
controlando el marcaje al microscopio. A continuación se lavaron los portas en agua 
destilada para retirar el exceso de colorante, se enjuagaron en acetona durante 30 
segundos, se sumergieron en acetona-xileno (1:1) durante 15 segundos y se aclararon 
en xileno durante 10 minutos. 
 
2.2.1.5 Azul de Toluidina 
El Azul de toluidina es un colorante sintético que tiñe estructuras basófilas con 
particularidad afinidad de las estructuras nucleares. Se puede comportar como 
colorante ortocromático (tiñe de color azul) o metacromático (tiñe de color violeta-
rojo), dependiendo del pH y de la naturaleza química de la sustancia teñida. Se usa 
frecuentemente como colorante ortocromático para teñir el tejido nervioso. 




La tinción de Azul de toluidina se realizó para contabilizar el número de 
eosinófilos y mastocitos infiltrados (debido a la presencia de mucopolisacáridos). Las 
muestras previamente desparafinadas e hidratadas se sumergieron durante 4 minutos 
en Azul de Toluidina al 1%. Tras la coloración, se lavaron con agua, se deshidrataron 
con una batería de alcoholes de concentración creciente y por último, se aclararon con 
xilol durante 10 minutos.  
 
 
2.2.2 Inmunohistoquimica (IHQ) 
Las tinción inmunohistoquimica (IHQ) consiste en la identificación de antígenos 
celulares o tisulares mediante anticuerpos marcados. Es una técnica de diagnóstico y 
de investigación que permite visualizar y localizar los componentes celulares 
específicos en el tejido. Para la realización de los estudios de IHQ se utilizaron porta-
objetos con polilisina. 
 
2.2.2.1 Proliferación de axones: Gap43 
Para la observación de la proliferación de axones, el tejido de médula espinal y 
cerebelo se incluyó en parafina y se utilizó el anticuerpo policlonal de conejo anti-
Gap43 (1:200). Las muestras previamente desparafinadas e hidratadas se incubaron en 
tampón citrato a 700 C durante 1 hora, para el desenmascaramiento antigénico. Tras 
lavar con PBS1x, las uniones inespecíficas se bloquearon con suero de cabra al 5% en 
PBS1x durante 20 min a temperatura ambiente. La incubación con el anticuerpo 
primario Gap43 se realizó durante toda la noche a 40C a una dilución de 1:200, en 
suero de cabra al 10% y PBS1x. A continuación tras lavar con PBS1x, las muestras se 
incubaron con el anticuerpo secundario de conejo anti-IgG conjugado con FITC (1:160) 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se realizó una tinción con DAPI 
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) a 0,2µg/ml durante 10 minutos. Las muestras se lavaron 
con PBS1x y se cubrieron con medio de montaje acuoso (gervatol) y se protegieron con 
un cubre-objetos.  
 




2.2.2.2 Precursores de oligodendrocitos: NG2 
Para la visualización de precursores de oligodendrocitos se incubaron los tejido 
con anticuerpo NG2 policlonal (1:200). Para ello, se utilizaron muestras cerebelo, 
medula espinal y nervio óptico incluidas en OCT (16µm). Las muestras se lavaron con 
PBS para retirar el exceso de OCT. El desenmascaramiento antigénico se realizó con 
PBS/Triton X-100 0,3% a temperatura ambiente, durante 1h. A continuación se lavaron 
los cortes con PBS1x y se bloquearon con suero de cabra al 5% en PBS1x durante 20 
minutos a temperatura ambiente, para evitar uniones inespecíficas. La incubación con 
el anticuerpo primario, NG2, se realizó durante toda la noche (1:200), en suero de 
cabra al 10% y PBS1x. A continuación se incubaron las muestras con el anticuerpo 
secundario de conejo anti-IgG conjugado con FITC, diluido 1:160 durante 2 horas a 
temperatura ambiente. Finalmente, se realizó una tinción con DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol) a 0,2µg/ml durante 10 minutos. Las muestras se lavaron con PB1x, se 





2.2.3.1 Estrés oxidativo 
Para medir los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) se 
emplearon dos sondas: la sonda 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFHDA) 
(10µM) para peróxido de hidrógeno y el dihidroetidio (DHE) (2x10-6M) para el anión 
superóxido. La sonda DCFHDA es permeable y, una vez dentro de la célula, se oxida en 
presencia de ROS dando lugar al compuesto fluorescente 2’,7’-dichlorofluorescein 
(DCF). El DHE se oxida por el anión superóxido produciendo etídio, compuesto que se 
intercala en el DNA emitiendo fluorescencia [185-187]. 
La detección de ROS en muestras de tejido, se realizó en tejido congelado en 
OCT. Las muestras se lavaron con KHB-HEPES para retirar el OCT y se incubaron 
durante 30 minutos a 370C, en KHB-HEPES. Tras secar las muestras, se incubaron con la 
respectiva sonda durante 30 minutos a 370C, siempre en oscuridad. Las muestras se 




cubrieron con medio de montaje acuoso (gervatol) y se protegieron con un cubre-
objetos. 
 
2.2.3.2 Fluoro Jade C 
Mediante la técnica de Fluoro Jade C se determinó la neurodegeneración de 
acuerdo con el método descrito por Schmued et al [188].  
La tinción de Fluoro Jade C, se realizó mediante un Kit comercial, de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. Una vez rehidratadas las muestras, se incubaron 
en una solución de permanganato de potasio al 0,06% durante 10 minutos y se lavaron 
en agua destilada durante 2 minutos. Las muestras se incubaron en la solución de 
0,0001% de Fluoro Jade C disuelta en ácido acético al 0,1% y se lavaron en agua 
destilada tres veces durante 1 minuto. Tras secar las muestras en la estufa a 500C, 
durante 5 minutos, se aclararon durante 1 minutos en xilol, se cubrieron con medio de 
montaje permanente (EUKITT ®) y se protegieron con un cubreobjetos. 
 
2.2.3.3 Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) 
La técnica de TUNEL se realizó para el estudio de la apoptosis. Durante la 
apoptosis las endonucleases nucleares dijeren el DNA genómico en fragmentos 
oligonucleosumales, que son marcados mediante la incorporación catalítica de 16-
dUTP, por medio de la enzima transferasa terminal TdT. La enzima TdT marca a los 
nucleótidos que se añadirán a los grupos hidroxilo (3' - OH grupos) liberados en la 
cadena de DNA fragmentado cuando se produce la apoptosis. Estos grupos hidroxilo 
pueden hacerse visibles con fluorescencia. 
La técnica de TUNEL se realizó mediante un Kit comercial, en cortes en parafina 
de cerebelo y nervio óptico, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se 
desparafinaron en xilol y se hidrataron en una serie de baños decrecientes de 
alcoholes, se incubaron con NaCl al 0,88% durante 5 minutos, se lavaron con PBS1x y 
se incubaron durante 10 minutos con proteinasa K (20µg/ml) a temperatura ambiente. 
Las muestras se lavaron con PBS1x, se aplicó la solución tampón de equilibración 
durante 5 minutos y se incubó en la solución de trabajo de la enzima durante 1h a 
370C, parándose posteriormente la reacción con la solución SSC20x (1:10). A 




continuación se volvió a lavar con PBS1x y se incubó durante 10 minutos a 
temperatura ambiente con DAPI. Se realizaron tres lavado con PBS1x durante 5 




2.3 Análisis del estrés oxidativo  
 
2.3.1 Cuantificación de marcadores de oxidación 
2.3.1.1 Peróxido de Hidrogeno: 
Los niveles de peróxido de hidrógeno en suero y en tejido se evaluaron 
mediante un kit comercial de acuerdo las indicaciones del fabricante en placas de 96 
pocillos. 
Las muestras se diluyeron 1:10 en tampón Assay. 
Se determinó la fluorescencia de emisión de 585±5nm y de excitación 575±5nm. 
 
2.3.1.2 Peroxidación lipídica: 
La peroxidación lipídica se evaluó mediante la estimación de malondialdehído 
(MDA) a través de la reacción con el ácido tiobarbiturico (TBA), de acuerdo con el 
método descrito por Becerra et al [189]. El tejido nervioso se homogeneizó en PBS1x 
(1:6) en presencia de un antioxidante (hidroxitolueno butilado, BHT) para evitar una 
peroxidación de lípidos que se pudiera producir durante la homogeneización. Las 
muestras de tejido se incubaron con una solución tampón de glicina–HCl 0,2M, pH 3,6 
y reactivo TBA (0,5 % de TBA, 0,5 % SDS). Tras 15 min de incubación a 900C, las 
muestras se enfriaron en hielo y se transfirieron a una placa de 96 pocillos para la 
lectura, por triplicado. Las muestras de suero se incubaron durante 30 minutos en 
agua a 900C con la solución de 15% de ácido tricloroacético, 0,375% de ácido 
tiobarbitúrico y de ácido clorhídrico 0,25N. Tras el enfriar de las muestras se 
centrifugaron a 4000 r.p.m. durante 15 minutos. El sobrenadante se pasó una placa de 




96 pocillos para la lectura de la absorbancia, por triplicado. El MDA reacciona con el 
TBA para producir un pigmento con un máximo de absorción de 532nm.  
 
2.3.1.3 Productos de oxidación proteica: 
La determinación de los productos de oxidación proteica (AOPP) se realizó 
siguiendo el método descrito por Capeillere-Blandin et al [190]. Para ello, las muestras 
se diluyeran en PBS1x (1:5 para suero y 1:20 para tejido). A la muestra diluida se 
añadió de ioduro potásico 1,16M y de ácido acético. La recta patrón se realizó con 
Cloramina T (0,219M) a diferentes concentraciones. La absorbancia se determinó 
inmediatamente a 340nm. 
 




2.3.2 Cuantificación de marcadores anti-oxidantes 
2.3.2.1 Superóxido dismutasa (SOD): 
La determinación del marcador anti-oxidante superóxido dismutasa (SOD) se 
realizó mediante kit comercial, siguiendo las indicaciones del fabricante, en placas de 
96 pocillos. 
Las muestras de tejido y suero se diluyeron en tampón Assay  (1:5 para sueros y 
1:4 para tejidos). 
La densidad óptica se determinó a 450nm. 
 
2.3.2.2 Catalasa (Cat): 
La determinación del marcador anti-oxidante Catalasa (Cat) se realizó mediante 
kit comercial, siguiendo las indicaciones del fabricante, en placas de 96 pocillos. 
Las muestras suero y tejido se diluyeron (1:5 para sueros y 1:4 para tejidos) en 
tampón Assay.  
Se leyó la fluorescencia de emisión a 585±5nm y de excitación 575±5nm. 





2.3.2.3 Poder antioxidante de reducir el hierro (FRAP): 
La evaluación la actividad del poder antioxidante de reducir el hierro (FRAP) se 
determinó de acuerdo con el método descrito por Benzie and Strsain [191]. Las 
muestras de suero y tejido se incubaron con una solución de trabajo de FRAP que 
contiene tampón acetato 300mM pH 3,6, solución TPTZ 10mM en HCL 40mM y 
FeCl3.6H2O 20mM en HCL al 2%, a una proporción de 10:1:1 respectivamente. Se 
determinó la absorbancia a 593nm. 







2.4.1 Cuantificaciones séricas de auto-anticuerpos 
La cuantificación de las concentraciones séricas de anticuerpos, en los distintos 
modelos de experimentales, se realizaron mediante ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay). En una placa de 96 pocillos, se puso 100µl/pocillo del péptido 
MOG-α35-55,  MyHC-α614-629, o el polen, a una concentración de 5µg/ml, dependiendo del 
modelo animal (EAE, MAE o CAE) en tampón de bicarbonato (pH 9,6) y se incubó toda 
la noche a 40C. Tras el bloqueo con BSA 5% durante 2h a temperatura ambiente, los 
pocillos se incubaron por duplicado con las muestras de suero de los distintos grupos 
experimentales, diluidas 1:60 en PBS1x, durante 2h a 200C. Para la detección de auto-
anticuerpos específicos se usaron anti-Igs de ratón conjugados con HRP, durante 3h a 
temperatura ambiente, diluidos 1:2000, IgE (para el modelo de CAE), IgG, IgG1, IgG2a e 
IgM. Tras lavar con PBS-T 0,05%, se incubó con 50µL de TMB durante 1h a temperatura 
ambiente y se detuvo la reacción con HCl 0,1N. La absorbancia se leyó a 450nm. Los 
resultados se expresaron como la media de la densidad óptica a 450nm. 
 





2.4.2 Detección de citoquinas por ensayo por inmunoabsorción 
ligado a enzimas (ELISA) 
Las muestras de tejido (cerebelo, corazón y conjuntiva ocular) se 
homogeneizaron en PBS frío suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.), usando un homogeneizador (Cole-Parmer 
Instrument, IL, EE.UU.). A continuación, las muestras se centrifugaron a 40C durante 15 
minutos, a 10000 r.p.m. Las alícuotas del sobrenadante fueron almacenadas a -800C 
hasta su empleo. 
La detección y cuantificación de las citoquinas (IL-6, IL-10, IL-4, IL-17, IL-35, IL-
33, IL-13, galectina-3, MCP-1, BNP, eotaxina-1 y sPLA2-IIA) en suero y tejido, se 
realizaron mediante ELISA comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
concentraciones de las citoquinas analizadas se determinaron mediante la 
extrapolación de las absorbancias en la curva estándar creada a partir de los 
estándares proporcionados por el kit.  
 
 
2.4.3 Cuantificación de los niveles de glutamato 
Las muestras de tejido de médula espinal y nervio óptico se homogenizaron con 
un homogeneizador de Cole-Parmer Instrument, IL, EE.UU., en suero salino al 0,01% 
como se descrió anteriormente Q.C. Kan et al [192]. A continuación, las muestras se 
centrifugaron a 40C durante 10 minutos, a 10000 r.p.m. y se recogió el sobrenadante. 
La cuantificación del glutamato se realizó con un kit comercial siguiendo las 




2.4.4 Ensayo de la isoenzima Creatina-kinasa MB (CK-MB) 
La actividad enzimática de la isoenzima creatina-kinasa MB (CK-MB) se midió en 
muestras de suero, mediante un kit comercial, de acuerdo con las instrucciones del 




fabricante. La incubación de las muestras de suero en la presencia del sustrato 
conduce a un aumento de la concentración de la forma reducida de nicotinamida 
adenina dinucleótido (NADPH), que es directamente proporcional a la actividad de la 
enzima. La lectura se hizo en un espectrofotómetro (VERSAmax Microplate Reader. 
Molecular Devices LLC, CA, USA) a una longitud  de onda de 340nm.  
 
 
2.5 Modelos celulares: Estudios  in vitro 
 
Las diferentes líneas celulares utilizadas en la tesis se mantuvieron a 370C en 
atmósfera de CO2 al 5%. 
La línea de células ganglionares de retina procedentes de rata (RGC-5) fue 
cedida por la Dr. Patricia Boya, del Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC en 
Madrid, España. Las células crecieron con medio de cultivo Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero ternera fetal (STF) al 10% (v/v), 100U/ml 
de penicilina, 2mM de L-glutamina y 100µg/ml de estreptomicina. 
La línea células de cardiomiocitos (H9c2) fue cedida por la Dra. A. Branco, del 
Centro Nacional de Investigaciones Cardiológicas (CNIC) en Madrid, España. Las células 
crecieron en DMEM con alto contenido en glucosa (4,5g/L) suplementado con 10% 
(v/v) de suero de ternera fetal (STF), 100μg/ml de estreptomicina, 100U/ml de 
penicilina y 2mM de L-glutamina. 
La línea celular de cardiomiocitos auriculares de ratón (HL-1) fue cedida por el 
Dr. D. Álvarez de la Rosa, de la Universidad de Laguna, España. Las células crecieron en 
medio Claycomb, suplementado con suplementado con 10% (v/v) de suero de ternera 
fetal (STF), 100μg/ml de estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 2mM de L-glutamina, 
en frascos de cultivos previamente recubiertos con fibronectina-gelatina .  
La línea celular de basófilo de sangre periférica de rata Wistar (RBL) línea de 
mastocitos (RBL-2H3) [193, 194] fue cedida por el Dra. Laura Hernandez-Ruiz, del 
Hospital Universitario de Puerta del Mar de la Facultad de Medicina de Cádiz, España. 
Las células crecieron en medio de cultivo mínimo esencial de Eagle (EMEM) 
suplementado con 15% (v/v) de suero de ternera fetal (STF), 1,5g/L bicarbonato de 




sódico, 1mM piruvato sódico, 0,1mM aminoácidos no esenciales, 50U/ml de 
estreptomicina, 50U/ml de penicilina y 2mM de L-glutamina.  
La línea celular de eosinófilos humanos (EoL-1) [195] fue cedida por el Dr. 
Daniel Wicklein, del Centro-Medico de la Universidad Hamburgo-Eppendorf, Alemania. 
Las células crecieron en medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con 10% (v/v) de 
suero de ternera fetal (STF), 100μg/ml de estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 
2mM de L-glutamina.  
 
Los cultivos primarios de cardiofibroblastos (C.F.) adultos, fueron aislados de 
ratas adultas Wistar de 250-300g de peso, de acuerdo al protocolo descrito por J. P. 
Bénitah et al [196-201]. Los cardiofibroblastos se cultivaron en medio DMEM 
completo, suplementado con 10% (v/v) de suero de ternera fetal (STF), 100μg/ml de 
estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 2mM de L-glutamina, 10mM de L-Piruvato y 
2mM de HEPES. Para la extracción: se extrajo el corazón a las ratas se lavó en suero 
salino para quitar toda la sangre (en placas P60). Con la ayuda de un bisturí se 
separaron los ventrículos de las aurículas y del ápex y se pasaron los ventrículos a una 
nueva placa P60 con colagenasa y tripsina (50%:50%). Con el bisturí se troceó el corazón 
lo más que se pudo. Todo el contenido se pasó a un tubo de 15ml y se incubo durante 
10 minutos a 370C. Se centrifugó a 1100 r.p.m. durante 10 minutos y se desechó el 
sobrenadante con una pipeta de Pasteur. Se añadió los restantes mililitros de la 
solución de digestión (colagenasa y tripsina) y con una pipeta estéril se resuspendió 
mecánicamente durante 5 minutos. Se centrifugó y sin apurar, se retiró el 
sobrenadante, se añadió 2 l de medio DMEM completo, se resuspendió y se pasó a un 
frasco T75 con 8 ml de DMEM completo. Al día siguiente se les cambio el medio y se les 
dio dos lavados con PBS1x. 








2.5.1 Esclerosis Múltiple 
Los experimentos in vitro para los estudios de Esclerosis Múltiple se realizaron 
en la línea células ganglionares de retina (RGC-5). 
 
2.5.1.1 Estrés oxidativo 
La determinación de ROS en la línea celular RGC-5 se realizó empleando la 
sonda DCFHDA (10µM), para el peróxido de hidrogeno, y la sonda DHE (2x10-6M). Los 
estudios se realizaron en la presencia o ausencia de OA (5 y 10µM). 
Las células crecieron en frascos de 25cm2, y fueron incubadas con las 
respectivas sondas incubadas a 370C y 30 minutos. A continuación, se pre-trataron 
durante 30 minutos a 370C con el triterpeno a diferentes dosis (5 y 10µM) y se 
incubaron con peróxido de hidrogeno a diferentes concentraciones (300, 500 y 
650µM) durante 30 minutos. La intensidad de fluorescencia se midió en un citómetro 
de flujo Gallios (Beckman Coulter). 
 
2.5.1.2 Determinación de la apoptosis celular  
La apoptosis se determinó mediante el ensayo de unión de Anexina-V. Las 
células se trataron con peróxido de hidrógeno a diferentes concentraciones (300, 500 y 
650µM) durante 24h, en la presencia o ausencia del OA. Tras lavar las células con 
PBS1x, se marcaron con Anexina-V conjugada con ficoeritrina (PE), en un tampón 
óptimo para la unión de la anexina-V (binding buffer, BB1x), durante 10 minutos a 
temperatura ambiente en oscuridad. El análisis se realizó mediante citometria de flujo. 
 
2.5.2 Miocarditis 
Los experimentos in vitro para los estudios de Miocarditis se realizaron en 
cardiofibroblastos primarios de rata (C.F.) y en cardiomiocitos (HL-1 y H9c2). 
 
2.5.2.1 Proliferación celular: cardiomiocitos 
 Los ensayos de proliferación celular se realizaron en placas de cultivo de 96 
pocillos en un volumen final de 100µl. La cuantificación de la proliferación celular se 




llevó a cabo a través de un kit de Promega, The CellTiter 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay.  
 Las células se mantuvieron durante 24h en medio sin suero. A las 24h, se 
estimularon con Angiotensina II (1µM), Galectina-3 (5µg/ml) y TNF-α (200Ul/ml) en la 
presencia o ausencia de AO (5 y 10µM). La proliferación se evaluó a las 24 horas 
midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 490nm en un espectrofotómetro. 
Los estudios se realizaron por triplicado. 
 
2.5.2.3 Ensayo in vitro de fibrosis 
 Los fibroblastos cardiacos se cultivaron en placas de 12 pocillos y se trataron 
con los diferentes agonistas en la presencia o ausencia del AO, durante 72 horas a 
370C. Transcurridas las 72 horas, las células se fijaron con metanol toda la noche a 40C. 
Tras la fijación, las células se lavaron dos veces con PBS1x y se incubaron con una 
solución de pSR 0,1 % a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuación, se 
eliminó el colorante y se lavaron las células tres veces con ácido acético al 0,1%. Para la 
elución del pSR, las células se incubaron con 200µl por pocillo de 0,1N de hidróxido de 
sodio (NaOH) durante 1 hora a temperatura ambiente y se analizó la absorbancia a 
540nm en un lector de microplacas VERSAmax. 
 
2.5.2.4 Ensayo in vitro de calcificación 
Para la inducción de la calcificación, se empleó un medio de cultivo calcificante 
(DMEM; 10mM de β-glicerofosfato;  10nM  de Vitamina D3 y 10nM de Dexametasona) 
que se cambió cada 3 días [202]. Las células se estimularon con 200UI/ml de TNF-α en 
la presencia o ausencia de AO, durante 21 días.  
Las células se lavaron con PBS1x y se fijaron en PFA al 4% durante 10-15 
minutos, a temperatura ambiente. A continuación, los depósitos de calcio se tiñeron 
durante 20 min a temperatura ambiente con la solución de ARS (40mM, pH 4,1). El 
exceso de colorante se eliminó mediante varios lavados con agua destilada. Las 
fotografías de la capa celular en placas de cultivo se tomaron con una cámara digital 
Oliympus MJU600 (lente óptico de 3 aumentos) en el modo Super Macro y en un 
microscopio Nikon Eclipse TS100 conectado a un DS- Fi1 (Nikon Instruments Inc) 




(100x). Tras su observación y tomadas sus respectivas fotos, la mineralización de la 
matriz se cuantificó mediante la extracción del ARS con ácido acético al 10%, durante 
30 minutos a temperatura ambiente. A continuación se medió la absorbancia a 405nm.  
 
2.5.3 Conjuntivitis alérgica  
Los experimentos in vitro para los estudios de conjuntivitis alérgica se 
realizaron en las líneas celulares de eosinófilos (Eol-1) y mastocitos (RBL-2H3). 
 
2.5.3.1 Proliferación celular: EoL-1 y RBL-2H3 
 Los ensayos de proliferación celular se realizaron del mismo modo que se ha 
explicado en el apartado anterior 2.5.2.1 a través de un kit de Promega, The CellTiter 
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Se sembraron las células en placas 
de 96 pocillos y se mantuvieron durante 24h en medio sin suero. A continuación se 
trataron con polen (100, 50 y 25µg/ml) o Eotaxina (60, 30 y 10ng/ml en las EoL-1 y 100, 
50 y 25ng/ml en las RBL-2H3) en la presencia o ausencia de AO (5 y 10µM). La 
proliferación se evaluó a las 24 horas midiendo su absorbancia a una longitud de onda 
de 490nm en un espectrofotómetro. Los estudios se realizaran por triplicado. 
 
2.5.3.2 Migración y quimiotaxis 
 Los estudios de migración y quimiotaxis se realizaron en placas de 24 pocillos 
con insertos Transwell ®, con un filtro de policarbonato de 8µm de poro. En la parte de 
arriba del inserto se depositaron las células (1x106 células/ml) tratadas previamente o 
no con 10µM de AO (20 minutos). Dependiendo del ensayo, las células se estimularon 
con polen (50 µg/ml), Eotaxina (50ng/ml) o sPLA2-IIA (1µg/ml).  En la parte inferior del 
inserto se añadió el estímulo quimiotático. Transcurridas 4h (a 370C y 5% de CO2), las 
células se fijaron con PFA al 4% y se tiñeron con de Cristal Violeta 0,1% en 20% de 
metanol-PBS durante 3 minutos. El Cristal Violeta se solubilizó en metanol y se midió 
su absorbancia a la longitud de onda de 590nm en un espectrofotómetro. 
 El índice quimiotático se calculó a partir del número de células que migran 
hacia el estímulo quimioatrayente partido por el número de células que migran en el 




control. La cuantificación de la migración de las células en suspensión (EoL-1) que 
migró se cuantificó por citometria de flujo. 
 
2.5.3.3 Diferenciación celular 
Los estudios de diferenciación se realizaron en la línea celular EoL-1. 
Las células se estimularon con ácido butírico (0,5mM), eotaxina-1 (30ng/ml), 
polen (50µg/ml) y sPLA2-IIA (1µg/ml), en presencia o ausencia de AO (10µM). 
Trascurridos 7 días, las células se lavaron con PBS-BSA 0,5% y se fijaron en PFA al 4% 
durante 30 minutos. A continuación, se permeabilizaron con Tritón X-100 0,3% en 
PBS1x durante 10 minutos y las uniones inespecíficas se bloquearon con suero de 
ratón. La incubación con el anticuerpo primario, anti-proteína básica mayor (MBP) 
(1:200) se hizo durante 2h a 40C. Tras lavar las células con PBS1x, se incubaron con el 
anticuerpo secundario de ratón anti-IgG conjugado con FITC, diluido 1:50 durante 1 
hora a 40C. Los resultados se analizaron por citometria de flujo. 
 
 
2.5.4 Células linfoides –  cultivos ex vivo  
 
2.5.4.1  Extracción de células linfoides del bazo  
Los bazos en se lavaron con PBS1x y se disgregó el presionando contra un filtro 
de rejilla, en hielo y se lavó con una solución (PBS1x y STF 2%). Para la lisis de los 
glóbulos rojos, la preparación, se incubó con una disolución comercial FACSTM Lysing 
Solutions durante 5 minutos a temperatura ambiente.  
 
2.5.4.2 Función esplenócitica 
  Las células de bazo se mantuvieron durante 24h en medio sin suero y se 
estimularon 100µg/ml del péptido MOG, del péptido MyHCα o del Polen en presencia 
o ausencia de AO (5 y 10µM). La proliferación celular se analizó, como se describió en 
2.5.2.1.. 




El sobrenadante se recogió para estudios de liberación de citoquinas. Mediante 
kit comercial se analizaron: TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1, IL-13 y IL-33. 
 
2.5.4.3  Análisis fenotípico de células de la población de bazo  
 El análisis de las poblaciones linfoides se realizó mediante citometria de Flujo.  
Para el marcaje del linaje de bazo las células se marcaron con los anticuerpos 
de superficie de interés para: 
 Linfocitos T  anti-CD4, anti-CD3, anti-CD8 
 Linfocitos B/linfocitos T/monocitos  anti-CD3, anti-CD14, y anti-CD19 
Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 40C, con los respectivos anticuerpos, 
se lavaron y centrifugaron durante 10 minutos a 1200 r.p.m. y se analizó su fenotipo 
mediante citometría. 
Para la identificación de las células T reguladoras (Treg), se utilizaron como 
marcadores de superficie: 
 Células Treg  anti-Foxp3, anti-CD4 y anti-CD25 
Primero, las células se marcaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para 
anti-CD4 y anti-CD25. A continuación, las células se lavaron, fijaron y permeabilizaron 
para el marcaje de FoxP3. La permeabilización se realizó con una solución de trabajo 
de eBiosciences, durante 15 minutos a 40C. Tras lavar las células con el tampón de 
permeabilización (1x) se bloqueó el receptor FcγRII/III con anti-CD16/32 Fc. Finalmente 
se incubaron con el anticuerpo Foxp3 durante 30 minutos a 40C en oscuridad, se 
lavaron con tampón de permeabilización (1x), y se analizaron en un citómetro de flujo 












2.6 Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico de los datos fue llevado a cabo con el programa Graphpad 
Prism version 4.0 (San Diego, CA, USA), utilizando el test de análisis de varianza 
(ANOVA). La comparación de varios parámetros se ha realizado mediante el test One-
way ANOVA. Se ha hecho un análisis posterior mediante la prueba Bonferroni de 
comparaciones múltiples. Los resultados se expresan como media ± desviación 
estándar; los valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
Los estudios celulares se realizaron al menos tres veces con resultados 
similares. Los datos numéricos se representaron mediante análisis de la varianza 

















1. Esclerosis Múltiple 
 
En este apartado estudiaremos el efecto del tratamiento con AO en un modelo 
de encefalitis autoinmune experimental (EAE). 
Estudiaremos parámetros microscópicos (infiltración celular, desmielinización, 
muerte celular, degeneración neuronal) en distintos tejidos del SNC (cerebelo, medula 
espinal y nervio óptico). Analizaremos la respuesta inflamatoria (citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias) e inmune (auto-anticuerpos y capacidad de 
proliferación de los linfocitos), estrés oxidativo (anión superóxido, peróxido de 
hidrógeno, peroxidación lipidica, AOPP, SOD, Cat, FRAP) y los niveles de glutamato en 
tejido. 
Analizaremos in vitro el efecto del AO en el estrés oxidativo y la muerte celular. 
 
 
1.1 Efecto del AO sobre un modelo murino de Encefalitis 
Autoinmune Experimental (EAE) 
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con AO en la Esclerosis 




1.1.1 El tratamiento con AO protege en la clínica de animales EAE 
 Se indujo la EAE en hembras C57BL/6 mediante inmunización con el péptido 
MOG35-55, siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. Los animales se 
trataron con AO (50 mg.kg-1.dia) desde el día de la inducción de la enfermedad hasta el 
final del estudio. Los resultados del análisis clínico de los diferentes grupos 
experimentales, se muestran en la figura 15. Los síntomas neurológicos de EAE activa 





produjo una pérdida de peso progresiva en paralelo con la aparición de los síntomas 
motores de la enfermedad. Concretamente, en el día 20 post-inmunización la pérdida 
de peso llegó a ser de unos 2-3g con respecto a los 17g que pesaba el ratón en el día 0 
(Figura 15 B).  
 Cuando se administró el ácido oleanólico, la enfermedad fue 
significativamente menos severa ya que el tratamiento retrasó la manifestación de los 
síntomas neurológicos y la pérdida de peso en comparación con los animales EAE no 
tratados con AO (Figura 15 A y B). En los ratones EAE no tratados los primeros 
síntomas neurológicos (puntuación 1) empezaron alrededor del día 11 con un 
promedio de 13,5±2, mientras que en los animales tratados con AO se alcanzó una 
puntuación similar (atonía de la cola) alrededor del día 27 (valores medios de 33±2). 
Los animales se sacrificaron cuando desarrollaron EAE severa - parálisis total de las 
patas traseras. Se observó una gran diferencia en el curso temporal de la enfermedad 
cuando se comparan con los animales tratados con placebo con los animales tratados 
con AO. Se puede observar, que los animales EAE tratados con el triterpeno se 
mantuvieron más tiempo sin sintomatología (puntuación 0), así como en las 
puntuaciones 1 y 2, en respecto al grupo de animales con EAE no tratados. 
  
 
Figura 15 – El ácido oleanólico inhibe la progresión de la EAE. El tratamiento con AO 
retrasó la aparición de los síntomas motores (A) y la pérdida de peso (B) en los animales con 
EAE. Los ratones C57BL/6J se inmunizaron con MOG35-55, como se describe en el apartado 
material y métodos, y se inyectó diariamente ácido oleanólico (AO) i.p. desde el día de la 






 Los efectos observados en el parámetro de peso corporal no se deben a un 
efecto directo del compuesto en la ganancia de peso, ya que la molécula por sí misma 
no afectó al peso de animales sanos. 
 
 
1.1.2 El tratamiento con AO modula la respuesta inmune humoral 
en animales EAE 
 Altos niveles de auto-anticuerpos circulantes, dirigidos contra la mielina 
acompañan el desarrollo de la EM, siendo su producción un factor importante para la 
determinación de la susceptibilidad de la enfermedad. En la figura 16 están 
representados los valores de los auto-anticuerpos analizados. Los animales EAE no 
tratados presentaron un aumento significativo de la respuesta específica en los 
anticuerpos IgG e IgM, en comparación con los ratones no inmunizados. Se puede 
observar que el tratamiento redujo significativamente los niveles de anti-MOG IgM 
(67,7 %) e IgG (78,9 %) en relación a los ratones EAE no tratados. De manera similar, 
los altos niveles de anti-MOG IgG1 se redujeron significativamente en el grupo EAE 
tratados con AO (80%). No se observaron cambios significativos en los niveles de 
anticuerpos anti–MOG en la subclase IgG2a entre los distintos grupos experimentales. 
Los animales sanos tratados con placebo y los animales con EAE tratados con el 











Figura 16 - El tratamiento con AO modula los niveles séricos de auto-anticuerpos 
MOG35-55. Los niveles séricos de inmunoglobulinas específicas, fueron evaluados en suero 
mediante ELISA (dilución de 1:60) como se explica en el apartado material y métodos. Las 
barras representan la media ± SD; n = 7 en todos los grupos. Blanco: Control sano; Verde: 
Control AO; Morado: EAE; Amarillo: EAE+AO. 
 
 
1.1.3 El tratamiento con AO modula la expresión de citoquinas en 
animales EAE 
 En el SNC se sujetos con EM los niveles de citoquinas pro-inflamatorias del tipo 
Th1 yTh17 se encuentran elevados. En la figura 17 se representan los niveles de dos 
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, y TNF-α) y dos citoquinas anti-inflamatorias (IL-10 y 
IL-4). En los animales tratados con AO se observó una reducción significativa, tanto en 
suero como en tejido de médula espinal, en los niveles de las citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, y TNF-α) (Figura 17 A), mientras que los niveles de IL-10 y IL-4 se 
encontraron significativamente aumentados (Figura 17 B) en comparación a los 
animales enfermos. Curiosamente, en los animales sanos tratados con AO se observó 
un aumento de las citoquinas IL- 4 e IL- 10, en comparación con los animales tratados 
con placebo. No se han observado diferencias en las citoquinas pro-inflamatorias entre 









Figura 17 – El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas pro-inflamatorias 
(A) e anti-inflamatorias (B). En el día 30 post-inmunización con MOG35-55, se midieron las 
concentraciones de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-α e IL-6 (A) y de las citoquinas anti-
inflamatorias IL-10 y IL-4 (B) en el suero y en extractos de médula espinal. Las barras 
representan la media ± SD; n=7 por grupo. *p<0,001 y **** p<0,01 en relación al control, y 







1.1.4 El tratamiento con AO modula los niveles de proliferación de 
células T en animales EAE 
A continuación quisimos evaluar si el tratamiento con el triterpeno también 
afecta en la función de los esplenocitos aislados de los distintos grupos 
experimentales. Se aislaron células de bazo y se analizó la proliferación en respuesta al 
péptido MOG35-55, en presencia o ausencia de diferentes dosis de AO. En la figura 18, 
observamos que la estimulación durante 24h de las células de bazo con el péptido 
MOG35-55 indujo a un aumento significativo en la respuesta proliferativa, sin embargo 
en la presencia del AO, la proliferación de las células de bazo bajó significativamente 
tanto para la dosis de AO de 5µM como para la dosis de AO de 10µM. 
 
 
Figura 18 – El tratamiento con AO disminuye la respuesta proliferativa de las 
células de bazo. Las células fueron tratadas durante 24 horas con 100 g/ml de MOG35-55 en 
presencia o ausencia de las dosis indicadas de AO, y se midió la proliferación celular (A y B). 









1.1.5 El tratamiento con AO protege del infiltrado inflamatorio y 
la desmielinización de la sustancia blanca en animales EAE 
 Realizamos un estudio histológico en muestras de tejido de cerebelo, medula 
espinal y nervio óptico de ratones de los diferentes grupos en experimentación. 
Cerebelo 
 En la figura XX se muestran imágenes representativas de secciones de cerebelo 
de los diferentes grupos en experimentación. Las imágenes con el objetivo de 40x 
fueron obtenidas en el área cuadrada (Figura 19 A). Se puede observar que los 
animales EAE no tratados presentaron un mayor número de células inflamatorias así 
como un mayor número de áreas desmielinizadas. El LFB-PAS es un colorante 
específico para la mielina, en la imagen representativa del animal enfermo no tratado 
se ve una disminución del color azul en relación al animal sano, indicándonos pérdida 
de mielina. En los ratones EAE tratados con AO el grado de desmielinización se redujo 
notablemente y la sustancia blanca presentó una morfología normal, semejante a los 







Figura 19 – El tratamiento con AO protege de la infiltración celular y la 
desmielinización de la sustancia blanca en el cerebelo. Imágenes representativas de 
secciones de cerebelo de los diferentes grupos de experimentación (Sano, EAE y EAE+AO). Las 
muestras se tiñeron con H&E (B) para la infiltración y con LFB-PAS (C) para la desmielinización 




En las secciones correspondientes a médula espinal también se observó un 
aumento del infiltrado inflamatorio en la sustancia blanca de los animales EAE no 
tratados, así como una pequeña desmielinización, con respecto a los animales control 





de mielina, con respecto al animal control sano, sin embargo esta desmielinización en 
comparación con el animal enfermo no tratado, no es tan acentuada. 
 
 
Figura 20 – El tratamiento con AO protege de la infiltración celular y la 
desmielinización de la sustancia blanca en la médula espinal. Imágenes representativas 
de secciones de médula espinal de los diferentes grupos de experimentación (Sano, EAE y 
EAE+AO). Las muestras se tiñeron con H&E (B) para la infiltración y con LFB-PAS (C) para la 
desmielinización siguiendo el protocolo explicado en el apartado de materiales y métodos. n=5 
(Objetivos de 4 y 40x). 
 
Nervio óptico 
En la figura 21 se puede observar un aumento del número de células 
inflamatorias al nervio óptico en los animales EAE así como una desmielinización 
respecto al animal control sano. De manera semejante al observado en los otros dos 





células inflamatorias y una preservación de la estructura del tejido así como de la 
mielina respecto a los animales enfermos.  
 
Figura 21 – El tratamiento con AO protege de la infiltración celular y la 
desmielinización en el nervio óptico. Los nervios ópticos, de los diferentes grupos en 
experimentación se tiñeron con H&E (A) para la infiltración celular y LFB-PAS (B) para la 
mielina siguiendo el protocolo explicado en el apartado de materiales y métodos. n=5 
(Objetivo de 20x). 
  
 
1.1.6 El tratamiento con AO protege los precursores de 
oligodendrocitos en animales EAE 
 Para caracterizar el efecto del AO en las células precursoras de oligodendrocitos 
hemos realizado un estudio inmunohistoquimico utilizando como marcador especifico 
el anticuerpo NG2, en los diferentes tipos de tejido. En la figura 22 se puede observar 
que en todos los tipos de tejido analizados (cerebelo, médula espinal y nervio óptico), 





de oligodendrocitos en respecto a los animales enfermos sin tratar. En los animales 
enfermos tratados con AO se observó una preservación de la fluorescencia respecto a 
los animales con EAE no tratados. 
 
 
Figura 22 – El tratamiento con AO da protección a los precursores de 
Oligodendrocitos. Secciones de los diferentes tejidos y grupos experimentales marcados, con 
el anticuerpo NG2 y el correspondiente secundario conjugado con FITC. Los paneles muestran 
imágenes de cerebelo (A), médula espinal (B) y nervio óptico (C) con un objetivo de 40x y 
medula espinal con un objetivo de 20x. 
 
Los animales sanos tratados con AO, no presentaron diferencias con respecto a 







1.1.7 El tratamiento con AO previene la muerte axonal en 
animales EAE 
 La degeneración axonal es la principal causa del déficit neurológico permanente 
en la EM. Se utilizó tejido de cerebelo y médula espinal de ratones. Se realizó un 
marcaje inmunohistoquimico con anti-Gap43, un anticuerpo específico para la 
regeneración axonal [203, 204]. 
 
Cerebelo 
En la figura 23 se puede observar que el cerebelo de los animales sanos 
presentó mayor expresión de Gap43 tanto en la sustancia gris (Figura 23 A) como en la 
sustancia blanca (Figura 23 B) con respecto a los animales EAE sin tratamiento. Sin 
embargo, en los animales enfermos tratados con AO observó un aumento de la 
expresión de Gap43 relación a los animales enfermos.  
 
 
Figura 23 – El tratamiento con AO protege la plasticidad axonal en el cerebelo en 
animales EAE. Imágenes representativas del marcaje inmunohistoquimico con el anticuerpo 
Gap43 y el correspondiente secundario conjugado con FITC. Secciones de cerebelo: sustancia 








En la figura 24 podemos observar la expresión de Gap43 en médula espinal. Los 
animales EAE presentaron un menor marcaje con el anticuerpo respecto a los animales 
control sanos. Sin embargo, los animales enfermos tratados con AO, preservaron la 
fluorescencia del marcaje con el anticuerpo.  
 
 
Figura 24 – El tratamiento con AO protege la plasticidad axonal de la médula espinal 
en animales EAE. Imágenes representativas del marcaje inmunohistoquimico con el 
anticuerpo Gap43 y el correspondiente secundario conjugado con FITC. Medula espinal, de los 
diferentes grupos en experimentación. Las muestras fijadas en PFA 4%, se incluyeron en 










1.1.8 El tratamiento con AO protege frente a la acumulación de 
ROS en animales EAE 
La desregulación de especies las reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas 
de nitrógeno (RNS) contribuyen a la desmielinización y al daño axonal en pacientes con 
Esclerosis Múltiple y en el modelo EAE [38, 185].  
Por ello, tras el análisis del efecto anti-inflamatorio y anti-desmielinizante del 
AO, hemos analizado sus acciones anti-oxidantes: la acumulación de ROS en cerebelo, 
medula espinal y nervio óptico de ratones de los diferentes grupos en 
experimentación. Se evaluó mediante las sondas específicas para el anión superóxido 




En las secciones de cerebelo (Figura 25) de los animales enfermos no tratados 
se observa un aumento de células positivas para DHE (Figura 25 A) y DCFHDA (Figura 
25 B) en comparación con los animales sanos. Los animales enfermos tratados con AO 
presentaron una disminución de esta fluorescencia, siendo muy semejante a la 







Figura 25 – El tratamiento con AO disminuye la acumulación de ROS, en 
cerebelos de los animales EAE. Secciones de cerebelo marcadas con DHE (A) para 
evaluar el anión superóxido y con DCFHDA (B) para evaluar la presencia de peróxido de 
hidrógeno. n=5. Objetivos de 4x y 20x. 
 
Médula espinal 
En consonancia con los resultados obtenidos en el cerebelo, en la médula 
espinal de los animales enfermos tratados con AO se observó una menor fluorescencia 
con respecto a los animales EAE no tratados, y un pequeño aumento de esta misma 





(Figura 26 A), como para la sonda específica del peróxido de hidrogeno (Figura 26 B). 
En los animales EAE se observó un aumento de la fluorescencia del etidio y DCF en 
relación a los animales EAE tratados con AO y en relación a los animales sanos. 
 
 
Figura 26 – El tratamiento con AO disminuye la acumulación de ROS, en el 
tejido de médula espinal de los animales EAE. Secciones de médula espinal 
marcadas con DHE (A) para evaluar el anión superóxido y con DCFHDA (B) para evaluar 
la presencia de peróxido de hidrogeno. n=5 Objetivos de 10x. 
 
Nervio Óptico 
En el nervio óptico, se observaron resultados similares a los descritos en 
cerebelo y medula espinal. En la figura 27, se observa mayor fluorescencia en los 
nervios ópticos de los animales enfermos no tratados, en comparación con los 
animales sanos. Sin embargo, en los animales enfermos tratados con AO esta 







Figura 27 – El tratamiento con AO disminuye la acumulación de ROS en el 
nervio óptico de los animales EAE. Secciones de nervio óptico marcadas con DHE 
(A) para evaluar el anión superóxido y con DCFHDA (B) para evaluar la presencia de 
peróxido de hidrógeno. n=5. Objetivos de 10x. 
 
 
1.1.9 El tratamiento con AO disminuye los niveles del peróxido de 
hidrógeno en animales EAE  
Como parámetro indicativo del estrés oxidativo se midieron los niveles de 
peróxido de hidrogeno (H2O2) en plasma y en cerebelo de ratones de los distintos 
grupos experimentales. En la figura 28, están representados los niveles de H2O2 
obtenidos. En los animales enfermos se observó que los niveles de H2O2 estaban 
significativamente más elevados en relación a los animales sanos, tanto en suero como 
en tejido. Sin embargo, en los animales enfermos tratados con AO estos niveles se 







Figura 28 – El tratamiento con AO disminuye los niveles de Peróxido de Hidrógeno en 
animales EAE. Se determinaron los niveles de H2O2 en suero y extractos de cerebelo en los 
diferentes grupos experimentales (Control sano: C; control AO: AO; enfermos: EAE; animales 
enfermos tratados con AO: EAE+AO). Los resultados se mostraron como una media ± SD; n= 7 
en cada grupo (*p<0,001 versus control; **p<0,001 versus EAE). 
 
 
1.1.10 El tratamiento con AO disminuye los niveles de marcadores 
del estrés oxidativo en animales EAE  
 A continuación se cuantificó un marcador de peroxidación lipídica el 
malondialdehido (MDA) y el producto de oxidación proteica (AOPP). El MDA es un 
producto secundario a la oxidación lipídica, considerado como un biomarcador del 
daño oxidativo. En la figura 29 podemos ver que los niveles de MDA y del producto de 
oxidación proteica, en los animales enfermos, se encontraron significativamente 
aumentados en relación a los controles sanos. En los animales tratados con AO, estos 







Figura 29 – El tratamiento con AO atenúa el estrés oxidativo en ratones EAE. Se 
determinaron los niveles en suero (A) y cerebelo (B) del malonildialdehído (MDA) y del 
producto de oxidación proteica (AOPP), de los diferentes grupos experimentales (Control sano: 
C; control AO: AO; enfermos: EAE; animales enfermos tratados con AO: EAE+AO). Los 
resultados se mostraron como una media ± SD; n=7 en cada grupo (*p<0,001 versus C; 
**p<0,001 versus EAE). 
 
 
1.1.11 El tratamiento con AO aumenta los niveles de marcadores 
anti-oxidantes en animales EAE  
El sistema anti-oxidante se divide en enzimático y no enzimático. Como 
marcadores anti-oxidantes enzimáticos fueron analizadas las actividades de la 
superóxido dismutase (SOD) y de la catalasa. Como marcador no enzimático se 
cuantificó los niveles de la capacidad de reducción del hierro en plasma (FRAP). En el 
análisis de los 3 marcadores anti-oxidantes (Figura 30), se observó que los animales 
enfermos (EAE) presentaron niveles, más bajos con respecto a los controles sanos. En 
los animales tratados con AO los niveles aumentaron significativamente tanto en los 







Figura 30 – El tratamiento con AO aumenta el sistema anti-oxidante en ratones EAE. 
La determinación de la actividad enzimática de los marcadores anti-oxidantes se realizó en 
suero (A) y en cerebelo (B), de todos los grupos experimentales (Control sano: C; control AO: 
AO; enfermos: EAE; animales enfermos tratados con AO: EAE+AO). Se determinó la superóxido 
dismutasa (SOD) y la actividad catalasa (Cat), dos anti-oxidantes enzimáticos y la capacidad de 
reducción del hierro en plasma (FRAP) un marcador no enzimático. Los resultados se 








1.1.12 El tratamiento con AO disminuye los niveles de glutamato 
en animales EAE 
El glutamato es un neurotransmisor del SNC y está relacionado con el estrés 
oxidativo así como con la muerte celular, tras el daño neurológico agudo. Los altos 
niveles extracelulares de glutamato son tóxicos. Para estudiar si el tratamiento con AO 
influye en los niveles de glutamato en ratones con EAE, se determinó sus niveles 
presentes en diferentes tejidos: médula espinal y nervio óptico (Figura 31). De forma 
general, los niveles de glutamato en los animales enfermos se encontraron 
significativamente elevados en comparación con los animales sanos. En los animales 
EAE tratados con AO estos niveles bajaron significativamente.  
 
 
Figura 31  El tratamiento con AO disminuye los niveles locales de glutamato, en 
ratones EAE. Se determinaron los niveles de glutamato en extractos de médula espinal 
(A) y nervio óptico (B) de los diferentes grupos experimentales (Control sano: C; control 
AO: AO; enfermos: EAE; animales enfermos tratados con AO: EAE+AO). Los resultados se 









1.1.13 El tratamiento con AO previene la muerte celular de 
animales EAE 
La presencia de células apoptóticas en tejido del SNC se analizó mediante la 
tinción de TUNEL. 
Para la cuantificación del número de células apoptóticas, en las secciones de 
cerebelo, este se dividió en dos zonas: sustancia blanca y sustancia gris, y a su vez la 
sustancia gris se subdividió en: zona molecular y zona granular (Figura 32 A). La 
cuantificación en el nervio óptico se hizo en todo el corte histológico. El número de 
células apoptóticas en el cerebelo y en el nervio óptico de animales enfermos se 
encontró significativamente aumentado en relación a los animales sanos. Sin embargo, 
en los animales enfermos tratados con AO el número de células apoptóticas disminuyó 







Figura 32 – El tratamiento con AO disminuye el número de células apoptóticas 
presentes en los tejidos del sistema nervioso. El número de células apoptóticas en 
cerebelo (A) y nervio óptico (B) se analizó mediante la técnica de TUNEL. Para el análisis 
cuantitativo el cerebelo se dividió en zonas: sustancia gris (A2 y A3) y sustancia blanca (A1). El 
contaje en la sustancia gris se subdividió a su vez en: zona molecular (A2) y zona granular (A3). 
En el nervio óptico se contaron las células apoptóticas por todo el corte histológico (B). Imagen 
representativa de la tinción en nervio óptico (B1). Los resultados se mostraron como una 
media ± SD; n=5 animales por grupo. Control sano: C; control AO: AO; enfermos: EAE; animales 







También se analizó la neurodegeneración mediante el marcaje con Fluoro Jade 
C, en los diferentes tejidos. En el cerebelo de los animales EAE (Figura 33), se observó 
un aumento de neuronas Fluoro jade C positivas en la sustancia gris en relación al 
control sano. La degeneración neuronal (Fluoro jade C positivas) en la médula espinal 
(Figura 33 B) de los animales enfermos, también se observó aumentada en relación a 
los animales sanos y en relación a los animales EAE tratados con AO. En el nervio 
óptico (Figura 33 C) de los animales enfermos sin tratamiento se observó un aumento 
de la neurodegeneración axonal respecto a los animales sanos. 
La neurodegeneración en todos los tejidos del sistema nervioso analizados, se 
observó disminuida con el tratamiento con AO en los animales enfermos. 
 
 
Figura 33 – El tratamiento con AO protege de la neurodegeneración. Se tiñeron con 
Fluoro Jade C secciones de cerebelo (A), medula espinal (B) y nervio óptico (C), siguiendo las 






1.2 Estudios In Vitro: Células ganglionares de retina (RGC-5) 
 
Varios estudios han demostrado la afectación de las células ganglionares de la 
retina y del nervio óptico, por un aumento de actividad de ROS. El aumento de la 
actividad de ROS está vinculado a muchas enfermedades neurodegenerativas con 
pérdida axonal y neuronal [25, 31, 205]. 
En este trabajo hemos evaluado el efecto del AO in vitro en la inducción de ROS 
y muerte celular, mediante el tratamiento de las células ganglionares de retina (RCG-5) 
con H2O2 (una fuente de ROS exógena), en la presencia o ausencia del AO. 
 
 
1.2.1 El tratamiento con AO inhibe la producción de especies 
reactivas de oxígeno  (ROS) 
Se analizó el efecto del tratamiento con AO en la producción de ROS in vitro en 
la línea celular RGC-5, mediante la sonda DCFHDA. Las RGC-5 se trataron con varias 
dosis de H2O2 durante 30 min a 37
0C, en presencia y ausencia de AO como fue descrito 
en materiales y métodos. El incremento en la fluorescencia de la diclorofluoresceína 
(DCF) en las células tratadas con H2O2, respecto al control, nos indica que existe un 
aumento en la producción de ROS (Figura 34). El análisis de los resultados obtenidos 
nos indica que el pretratamiento de las células con AO bloqueó la producción 







Figura 34 - El tratamiento con AO disminuye de forma dosis dependiente la 
producción del peróxido de hidrogeno. Las células fueron pre-tratadas con AO y 
estimuladas con diferentes dosis H2O2 durante 30 minutos. Las células se marcaron con la 
sonda DCFHDA y se analizaron mediante citometria de flujo. Gris: control; Verde: control; Rojo: 
AO 5µM; Azul: AO 10µM. 
 
 
 También se analizó la producción del anión superóxido (O2
-) mediante la sonda 
específica DHE. Las células RGC-5 fueron tratadas con diferentes dosis de H2O2 durante 
30 minutos a 370C, en presencia o ausencia de AO (Figura 35). De nuevo, se observó 









Figura 35 - El tratamiento con AO disminuye de forma dosis dependiente la 
producción del anión superóxido. Las células fueron pre-tratadas con AO y estimuladas con 
diferentes dosis H2O2 durante 30 minutos. Las células se marcaron con DHE y se analizaron 
mediante citometria de flujo. Gris: control; Verde: control; Rojo: AO 5µM; Azul: AO 10µM. 
 
 
1.2.2 El tratamiento con AO protege de la muerte celular inducida 
por el H2O2 
A continuación evaluamos el efecto del pretratamiento con AO en la muerte 
celular por apoptosis. Para ello se realizaron experimentos con la Anexina-V conjugada 
con ficoeritrina (PE). Esta sonda fluorescente se une a la fosfatidil serina. En situación 
fisiológica la fosfatidil serina se encuentra localizada exclusivamente en la capa interna 
de la membrana plasmática. Sin embargo, en apoptosis este fosfolípido se externaliza y 
se hace accesible para la Anexina-V que se une específicamente a él. 
Se realizó una curva dosis-respuesta con diferentes dosis de H2O2 (300, 500, 
650μM) incubadas durante 24h a 370C, en presencia y ausencia del  AO. En la figura 36 
se puede observar que el H2O2 indujo un aumento dosis-dependiente de células 









Figura 36 - El tratamiento con AO disminuí de forma dosis dependidente la muerte 
celular. Las células fueran estimuladas con diferentes dosis H2O2 durante 24 horas  en 
presencia de AO. Las células se marcaron con anexina-V y se analizaron mediante citometria 






En este apartado estudiaremos el efecto terapéutico del tratamiento con AO en 
un modelo autoinmune experimental de miocarditis: MAE. Estudiaremos parámetros 
macroscópicos (índice peso corazón/peso corporal) y microscópicos (infiltrado celular, 
fibrosis, depósitos de calcio). Analizaremos la respuesta inflamatoria (citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias) e inmune (auto-anticuerpos y capacidad de los 









2.1 Efectos beneficiosos del tratamiento con AO en un 
modelo experimental autoinmune de miocarditis: MAE 
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del AO en la miocarditis, se ha utilizado un 
modelo libre de virus, propuesto por Pummerer et al: Miocarditis autoinmune 
experimental (MAE) [119]. Se emplearon ratones BALB/c, inmunizados con un péptido 




2.1.1 El tratamiento con AO mejora la severidad de la miocarditis 
en el modelo animal MAE 
Los animales se trataron diariamente con 50mg/kg/peso corporal de AO, desde 
el día de la inmunización (protocolo profiláctico: AO0) o desde el día 21 post-
inmunización (protocolo terapéutico: AO21) y se sacrificaron en el día 21 (fase aguda de 
la enfermedad) o el día 65 (fase crónica de la enfermedad).  
La hipertrofia cardiaca se detectó por el aumento de la relación peso 







Figura 37 – El tratamiento con AO mejora la hipertrofia cardiaca en ratones MAE. Se 
emplearon ratones BALB/c y se indujo la MAE mediante el péptido de MyCHα614-629. El 
tratamiento i.p. con AO (50mg/kg/peso) se administró diariamente desde (A) el día de la 
inmunización (protocolo profiláctico - AO0) o desde (B) el día 21 post-inmunización (protocolo 
terapéutico - AO21). Se sacrificaron los animales en el día 21 (fase aguda) o en el día 65 (fase 
crónica) post-inmunización. Los resultados se mostraron como la media ± SD; n=15 animales 
por grupo. (*p < 0,001 versus control y **p < 0,001 versus MAE). 
 
En los ratones MAE sacrificados el día 21 se observó un índice HW/BW (Figura 
37 A) significativamente mayor (38 %, p<0,001) que en el grupo de ratones control. Los 
animales MAE tratados con AO presentaron una reducción significativa en la relación 
HW/BW (30%, p<0,001) respecto al grupo MAE que no recibió ningún tratamiento. La 
relación HW/BW, en el día 65 post-inmunización, siguió un patrón similar al observado 
en el día 21. Es interesante señalar que en el protocolo terapéutico (Figura 37 B), la 
relación HW/BW también fue significativamente menor en comparación con los 
ratones MAE no tratados. De hecho, no se observaron diferencias significativas entre 
los animales controles sanos y los animales MAE tratados con AO desde el día 21 post-
inmunización. Además, tampoco se encontraron diferencias en la relación del peso 
corporal y en el peso cardiaco entre los animales sanos y los animales sanos tratados 
con AO, lo que sugiere que este compuesto no afecta al crecimiento general de los 
animales. 
En nuestras condiciones experimentales no hubo diferencias significativas en el 







Figura 38 – No hay diferencias en la relación peso corporal/peso del corazón 
(HW/BW), entre géneros. Se indujo la MAE en ratones BALB/c (machos y hembras) 
mediante el péptido de MyCHα614-629. El tratamiento i.p. con AO (50mg/kg/peso) se administró 
diariamente. Se sacrificaron los animales en el día 65 (fase crónica) post-inmunización. Los 
resultados se mostraron como la media ± SD; n=15 animales por grupo. (*p < 0,001 versus 
control y **p < 0,001 versus MAE). 
 
 
2.1.2 El tratamiento con AO reduce los niveles séricos de 
marcadores de daño cardiaco en animales MAE 
 Como marcadores de daño cardiaco se evaluaron, en suero, la actividad de la 
isoenzima CK-MB y la concentración de BNP. En la figura 39 están representados los 
niveles de la actividad de CK-MB (A) y BNP (B) de los diferentes grupos en 
experimentación. Se observó que en los animales con MAE la actividad de la isoenzima 
CK-MB y los niveles de BNP están significativamente aumentados, con respecto a los 
animales control, tanto en la fase aguda como crónica. El tratamiento con AO, en los 
dos protocolos (profiláctico y terapéutico), redujo significativamente la actividad de 
CK-MB, y los niveles de BNP. Esto sugiere que el tratamiento con AO previene del daño 






Figura 39 – El tratamiento con AO disminuye la concentración, sérica, de 
biomarcadores del daño cardiaco. Se indujo la MAE mediante la inmunización con el 
péptido de MyCHα614-629. Los animales se trataron diariamente con AO siguiendo el protocolo 
profiláctico (AO0) y terapéutico (AO21) y se sacrificaron en el día 21 o en el día 65 post-
inmunización. Se midieron los marcadores del daño cardiaco CK-MB (A) y BNP (B) en muestras 
de suero. Los valores son la media ± SD; n=7 animales por grupo. (*p < 0,001 versus control y 
**p < 0,001 versus MAE). 
 
 
2.1.3 El tratamiento con AO disminuye la severidad 
histopatológica en animales MAE 
En nuestro análisis macroscópico se observó un aumento en el tamaño del 
corazón en los ratones MAE así como áreas de calcificación, en relación a los ratones 







Figura 40 – El tratamiento con AO previne la aparición de depósitos de calcio. Imagen 
representativa de corazones de los diferentes grupos experimentales hasta la fase crónica de 
la enfermedad (día 65). 
 
A continuación, para estudiar el grado de infiltración celular, la fibrosis y la 
calcificación, se realizaron tinciones histopatológicas con H&E, pSR y ARS 
respectivamente, en tejido cardiaco de ratones sacrificados al día 21 o 65 post-
inducción. Observamos que en los animales control no inmunizados, las tinciones H&E, 
pSR y ARS (Figura 41 A) no revelaron ninguna evidencia de infiltración celular, fibrosis o 
deposición de calcio. Sin embargo, en los cortes histológicos de los ratones MAE no 
tratados, tanto en la fase aguda como en la fase crónica de la enfermedad, hubo un 
aumento del infiltrado inflamatorio, de colágeno y de placas de calcio, en respecto a 
los de corazones de los animales control sanos. En los distintos protocolos de 
tratamiento profiláctico (AO0), tanto en los ratones sacrificados en la fase aguda (día 
21) como en la fase crónica (día 65) de la enfermedad, se observó una disminución, de 
dichos parámetros histológicos (Figura 41). 
Curiosamente, en los animales del grupo del tratamiento terapéutico (AO 
desde el día 21 post-inducción: MAEAO21), también mostraron una pronunciada 
reducción de los signos histológicos del daño cardiaco, de modo que sólo se observó 








Figura 41 – El tratamiento con AO previne la aparición de lesiones cardiacas. Secciones 
de tejido cardiaco se tiñeron con Hematoxilina & Eosina (H&E) para infiltración celular, Rojo p-
Sirios (pSR) para fibrosis y Rojo de Alizarin S (ARS) para los depósitos de calcio. Las imágenes 
representativas B y D corresponden a los grupos en experimentación en la fase aguda (día 21 
post-inducción) y las imágenes A, C, E y F corresponden a la los animales en la fase crónica de 
la enfermedad (día 65 post-inducción). Objetivo 40x. 
 
 
2.1.4 El tratamiento con AO reduce la presencia de auto-
anticuerpos en ratones MAE 
Los niveles de auto-anticuerpos frente antígenos cardiacos se encuentran 
elevados en la miocarditis autoinmune y es indicativa del daño cardiaco. La 
determinación de la respuesta autoinmune en ratones MAE se realizó mediante el 
análisis de anticuerpos anti-miosina, evaluando la concentración de inmunoglobulinas 
en el suero. La respuesta especifica IgG e IgM está asociada positivamente con la 





los ratones MAE (Figura 42) se redujeron significativamente en los ratones MAE 
tratados con AO, independientemente del protocolo de tratamiento utilizado: 
profiláctico (AO0) o terapéutico (AO21). El examen de las subclases de IgG mostró que 
anti-IgG1, pero no IgG2a, se correlaciona con la presencia de enfermedad. Los niveles 
de anticuerpos anti-MyHC  tipo IgG1 se encontraron marcadamente elevados en la 
fase aguda (día 21) de los ratones MAE no tratados (1,71±0,03) en comparación con los 
niveles observados en los ratones sanos (0,045±0,003, p<0,001) o en relación a los 
ratones sanos tratados con AO (0,04±0,002, p<0,001). La administración del AO a 
ratones MAE redujo significativamente la producción de anticuerpos anti-MyHC  IgG1 
(0,609±0,033, p<0,001). Un patrón similar al del día 21, se observó en el día 65. Los 
niveles séricos de anticuerpos  anti-MyHC  tipo IgG1 fueron: 2,16±0,017 en el grupo 
MAE no tratados, 0,95±0,025 en el grupo MAE tratados con AO0, y 0,87±0,037 en el 
grupo MAE tratados con AO a partir del día 21 (p<0,001).  
En el análisis del isótipo IgG2a los niveles de anti-MyHCα614-629 en suero fueron 









Figura 42 - El tratamiento con AO modula los niveles séricos de auto-anticuerpos 
MyCH . En el día 21 y 65 después de la inmunización con MyCHα614-629, se evaluaron, en 
suero, las distintas inmunoglobulinas específicas mediante ELISA (dilución de 1:60) como se 
explica en el apartado material y métodos. Los resultados se mostraron con la media ± SD; n=7 
en todos los grupos (p < 0,001 ratones MAE frente a los animales control, p < 0,001 AO - 
ratones tratados MAE frente a los animales con MAE sin tratamiento). 
 
 
2.1.5 El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas 
relevantes en ratones MAE 
 Puesto que la miocarditis es un proceso inflamatorio, a continuación 
analizamos la presencia de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en suero 
(Figura 43 A) y tejido cardiaco (Figura 43 B). En la fase aguda de la enfermedad (día 21 
post-inmunización) los niveles de las citoquinas IL-17, IL-6 y TNF-α se encontraron 
significativamente aumentadas en los ratones MAE no tratados, en relación a los 





 Los niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en animales MAE no tratados 
se encontraron disminuidos en comparación con los niveles observados en los 
animales sanos, o en relación a los animales sanos tratados con AO. Sin embargo, los 
niveles séricos (Figura 43 A) y tisulares (Figura 43 B) de IL-10 en animales MAE tratados 
con AO aumentaron significativamente con respecto a los animales MAE no tratados. 
 
 
Figura 43 – El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas relevantes en 
animales MAE. Los niveles de citoquinas IL-17, IL-6 y TNF-α y IL-10 se analizaron en muestras 
de suero (A) y tejido cardiaco (B), de animales de los diferentes grupos en el día 21 post-
inmunización. Los resultados se expresaron con la media ± SD; n=7 animales por grupo. Las 
diferencias estadísticamente significativas se indicaron con *p<0,001 con respecto al control, y 





A continuación, evaluamos los niveles de una citoquina representativa de la 
respuesta Th1: IL-6, y una citoquina representativa de la respuesta Th2: IL-10. Los 
ratones se trataron con AO siguiendo los dos protocolos: el protocolo profiláctico (AO0) 
y el protocolo terapéutico (AO21) y se sacrificaron a los 65 días post-inducción. En la 
figura 44 se puede observar que la producción de la citoquina pro-inflamatoria: IL-6, 
está significativamente disminuida en los animales tratados con AO (AO0 y AO21), con 
respecto a los animales MAE no tratados. Sin embargo, los niveles de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 se presentan más altos en los grupos de los animales MAE tratados 
con AO (AO0 y AO21) con respecto a los animales MAE no tratados.  
Curiosamente a los 65 días post inducción, no se observaron diferencias 
significativas en los niveles de IL-6 e IL-10 independientemente del tipo de protocolo 
de tratamiento (profiláctico o terapéutico), lo que sugiere que la administración del 
AO, como tratamiento terapéutico es tan eficiente como el tratamiento profiláctico, en 
la reducción de la respuesta inflamatoria. 
 
 
Figura 44 - El efecto del tratamiento con el triterpeno en los niveles de las citoquinas 
IL-6 y IL-10. Se midieron las concentraciones de IL-6 (A) y IL-10 (B) en suero y extractos de 
tejido cardiaco en animales en la fase aguda (día 21) y en la fase crónica (día 65) post-
inmunización. Los resultados se expresaron con la media ± SD; n=7 animales por grupo. Las 






A continuación, se analizaron los niveles séricos de IL-35, una citoquina T 
reguladora (Treg) que está involucrada en la modulación de la respuesta Th17. En la 
fase aguda de la enfermedad (día 21 post-inducción) los niveles de IL-35 (Figura 45) en 
los animales tratados con el protocolo profiláctico AO0, fueron significativamente 
mayores que en los animales no tratados (tanto sanos como MAE). Este incremento 
también se observó en el suero de los ratones MAE tratados según el protocolo AO21 
(Figura 45 B). En el cálculo del índice IL-17A/IL-35 en los grupos MAE y MAE+AO0 se 
observó un ratio de 1,32±0,14 y 0,18±0,01, (p<0,05), respectivamente (Figura 45 C).  
Por último, se cuantificaron los niveles de Galectina-3, un marcador biológico 
que conecta la inflamación con la fibrosis cardiaca y el remodelado adverso [206, 207]. 
Como se puede observar en la figura 45 D y E, los niveles séricos de galectina-3 están 
aumentados en los grupos de los ratones MAE no tratados, tanto en la fase crónica 
como en la fase aguda de la enfermedad. Estos niveles elevados disminuyen cuando 
los animales MAE son tratados con AO, tanto en el protocolo profiláctico (AO0) como 
en el protocolo de terapéutico (OA21). El patrón de expresión de galectina-3 en tejido 










Figura 45 – El efecto del tratamiento con AO en los niveles de galectina-3 y IL-35 en 
ratones MAE. Las concentraciones de galectina-3 y IL- 35 se midieron en muestras de suero y 
extractos de tejido cardiaco de ratones en la fase aguda (A, D, F) y en la fase crónica (B y E) de 
la MAE. Ratio de citoquinas Th17/Th2 en el día 21 post-inmunización, en suero de los ratones 
MAE tratados y no tratados con AO (C). Las barras representan las medias ± SD; n=7 animales 
por grupo. Las diferencias estadísticamente significativas se indican con *p<0,001 y ‡ p<0,001 




2.1.6 El tratamiento con AO regula la respuesta de las células 
inmunes en ratones MAE 
El tratamiento con AO altera la proliferación de linfocitos y la liberación de citoquinas 
ex-vivo 
 Para evaluar si el tratamiento con AO afecta a la respuesta inmune, se evaluó la 
función de los esplenocitos aislados de ratones de los distintos grupos de 
experimentación. Para ello, se aislaron células de bazo y se analizó la proliferación y la 
producción de citoquinas en respuesta al péptido MyCHα614-629, en presencia o 





la producción de IL-6 y TNF-α se encontró significativamente elevada en los 
esplenocitos de los animales MAE no tratados, y la presencia del OA bloqueó esta 
respuesta de manera dosis dependiente (Figura 46 A, C y E). Los esplenocitos de los 
ratones sanos respondieron con una baja tasa de proliferación y de liberación de IL-6 y 
TNF-  en la presencia al MyCH  , así como tampoco hubo una importante 
respuesta en las células del bazo de los ratones MAEAO0 (Figura 46 B, D y F). En lo que 
se refiere a la liberación de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria, se observó que los 
esplenocitos de los ratones MAE, estimulados con MyCH  no presentaron 
alteración en su respuesta, sin embargo en la presencia del AO, se observó un 
aumento significativo en la liberación de IL-10 tanto a nivel basal como en las células 
estimuladas con el péptido (Figura 46 G). 
 En concordancia con estos resultados, los cultivos de las células de bazo de los 
ratones MAE tratados desde el inicio de la inmunización (MAEAO0), produjeron más 












Figura 46 – El tratamiento con AO modula la respuesta específica de las células 
esplénicas de los ratones con MAE: Proliferación y liberación de citoquinas ex-vivo. 
Las células fueron tratadas durante 24 horas con 100 g/ml de MyCHα en presencia o ausencia 
de las dosis indicadas de AO, y se midió la proliferación celular (A y B). Se procedió a la 
cuantificación de las citoquinas  TNF-α, IL-6 y IL-10 en los sobrenadantes de las células 
esplénicas (C - H). Las barras representan la media ± SD; n=5 ratones por grupo. * y **p<0,001.  
 
 
 A continuación se analizaron las poblaciones presentes en el bazo de ratones 
MAE con y sin tratamiento: células T CD3+, células T CD4+ y células T CD8+, 
macrófagos/monocitos CD14+, células B CD19 + y células Treg Foxp3+, mediante 
citometria de flujo. Se aislaron las células del bazo de los diferentes grupos 
experimentales el día 21 post-inducción enfermedad (fase aguda). No se encontraron 
diferencias significativas en la proporción de células T CD3+, células T CD4+, y células T 
CD8+, macrófagos/monocitos CD14+, y células B  CD19+, entre los diferentes grupos 
experimentales (datos no presentados). Sin embargo, como se puede observar en la 
figura 47 A, B y C, se observaron cambios en el porcentaje las células Treg CD4+, CD25+, 
Foxp3+. En los animales MAE no tratados el porcentaje de células Treg disminuyó 
significativamente tanto con respecto a los animales control como en relación a los 
animales MAE tratados con AO. Se pudo observar también que los animales MAE 











Figura 47 – El tratamiento con AO modula la respuesta Treg. Dot plot representativo (A 
y B) del análisis en citometria de flujo de las células aisladas de bazo al día 21 post-
inmunización, de los diferentes grupos experimentales. Porcentaje de células T CD4+ (A). 
Porcentaje de células Treg (CD4+ CD25+ FoxP3+) en las células T CD4+ (B). Linfocitos Treg en una 
proporción de células T CD4+ de células de bazo de los animales controles MAE sin tratar y 
MAE tratados con AO (C). Los resultados son de una media de n=7 por grupo. SSC, Side - 




2.2 Estudios in vitro: El efecto beneficioso del tratamiento 
con AO sobre el remodelado cardiaco - cardiofibroblastos 
primarios y cardiomiocitos (HL-1 y H9c2) 
  
2.2.1 El tratamiento con AO ejerce un efecto protector sobre las 
células cardiacas 
Finalmente para estudiar si el efecto del AO sobre el remodelado cardiaco 
encontrado in vivo, implica acciones directas sobre cardiofibroblastos (C.F) y 
cardiomiocitos (H9c2 y H-1) se realizaron estudios in vitro. 
Para ello, las células se estimularon con agonistas relevantes en la miocarditis: 
Angiotensina II (Ang-II), TNF-α y galectina-3. Los fibroblastos cardiacos (C. F.) se 
estimularon con Ang-II y galectina-3. Se observó un aumento de proliferación celular 





estimuladas con TNF-α no alteraron sus niveles de proliferación. A continuación se 
verificó que el tratamiento de los C.F. con Ang-II y galectina-3 indujo a la fibrosis 
(Figura 48 B) y en la presencia del AO estos niveles bajaron significativamente. 
 
 
Figura 48 - El ácido oleanólico modula funciones de las células cardíacas. Los cultivos 
primarios de fibroblastos de rata cardiaca fueron pre-tratados durante 30 minutos con 
diferentes dosis de AO, y a continuación estimulados con los estímulos indicados. (A) Tras 24h 
de incubación, se midió la proliferación celular. Los resultados se mostraron con una media ± 
SD; n=3. (B) A las 72 h de incubación, las células se tiñeron  con pSR (para el colágeno) y se 
cuantificó en un espectrofotómetro. (*p<0,001 en comparación con el control, y **p<0,001 en 
comparación con los estímulos sin AO) 
 
A continuación analizamos la calcificación en un modelo in vitro, en cultivos de 
células cardiacas (cardiofibroblastos y cardiomiocitos). Las células se sembraron y se 
mantuvieron 21 días en cultivo, tanto con medio calcificante como con medio 
Standard, en ausencia o presencia de 10µM de AO. Al final del experimento (día 21), 
las células mantenidas con medio calcificante presentaron un aspecto diferenciado, 
perdiendo su morfología, en respecto al medio standard. Se tiñeron con la misma 
tinción específica Rojo de Alizarin S (ARS). Las células mantenidas en medio calcificante 
y estimuladas con TNF-α (200U/ml), una citoquina pro-inflamatoria, presentaron áreas 
de calcificación (Figura 49 A, B y C). Sin embargo, en presencia del AO se observó una 
reducción de estas áreas de calcificación y el aspecto morfológico se mantuvo 
semejante a las células control con medio standard. Por otra parte, la tinción con ARS 





HL-1 y células H9c2) mostraron un aspecto granular difuso de depósitos de calcio al 
final de 21 días de experimentación, mientras que en los cultivos no sometidos a la 
estimulación con TNF-  solo mostraron signos leves de mineralización (Figura 49 B). Se 
ha podido también observar que el tratamiento previo de las células con 10 M de AO 
abolió totalmente la aparición de depósitos de calcio. 
 
 
Figura 49 - El ácido oleanólico modula la calcificación in vitro. Las diferentes células 
cardiacas: cardiofibroblastos (A), y cardiomiocitos HL-1 (B) y H9c2 (C), fueron pre-tratadas 
durante 30 minutos con diferentes dosis de AO, y estimuladas con 200UI/ml de TNF-α. 
Trascurridos 21 días de incubación en condiciones de mineralización, las células se tiñeron con 
Rojo de Alizarin S. Los depósitos de calcio se visualizaron y se cuantificaron en un 
espectrofotómetro. (*p<0,001 en comparación con el control, y **p<0,001 en comparación 
con los estímulos sin AO; n = 3) 
 
 Por último, evaluamos el efecto directo del AO en la función de los 
cardiomiocitos (HL-1), mediante la cuantificación de los niveles de BNP liberados en el 
medio de cultivo, tras estimular las células con: Ang-II y TNF-  . Como se observa en la 
figura 50, la presencia del triterpeno redujo la capacidad de la Ang-II y del TNF-  para 
inducir a la secreción del BNP, de manera dosis dependiente. 
 Estos resultados sugieren que el AO puede desempeñar un papel protector 







Figura 50 – El tratamiento con AO disminuye los niveles de BMP in vitro. Los 
cardiomiocitos, HL-1, se estimularon con AngII (1µM) y TNF-α (200UI/ml) durante 24h, en 
presencia o ausencia de diferentes dosis de AO. Se recogió el medio de cultivo y se 
cuantificaron los niveles de BNP, mediante ELISA comercial. (*p<0,001 en comparación con el 




3. Conjuntivitis alérgica 
 
En este apartado estudiamos el efecto profiláctico del AO en un modelo de 
conjuntivitis alérgica experimental (CAE). Este modelo permite estudiar la respuesta 
alérgica e inmune mediada por células T. Estudiaremos parámetros microscópicos 
(infiltración celular) la respuesta inflamatoria (citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias) e inmune (auto-anticuerpos y capacidad de proliferación de los 
linfocitos). 
Analizaremos in vitro la influencia del AO en la migración y diferenciación de 







3.1 Efectos beneficiosos del tratamiento con AO en un 
modelo de conjuntivitis alérgica experimental (CAE) 
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con AO en la conjuntivitis 
alérgica, se realizaron dos protocolos de tratamiento: desde el día de la sensibilización 
(AO10), y desde el día 5 post-sensibilización (AO5). 
 
 
3.1.1 El tratamiento con AO disminuye la producción de 
anticuerpos específicos RWP en animales CAE 
Para evaluar si el tratamiento con AO influye en la respuesta inmune específica 
del antígeno en animales CAE, se determinaron los niveles, en suero, de anticuerpos 
anti-RWP en los distintos grupos de experimentación. La combinación de la 
sensibilización sistémica y el refuerzo local con polen (RWP), resultó en niveles 
significativamente más altos de anticuerpo anti-RWP IgE (Figura 51), en comparación 
con los niveles encontrados en ratones normales. Los animales tratados con AO, tanto 
desde el día de sensibilización (AO10) como desde el día 5 post-sensibilización (AO5), 
presentaron una reducción dramática y similar de los niveles de anticuerpos 
específicos anti-IgE.  
Para evaluar la inmunosupresión generada por el AO, también se evaluaron en 
suero, los niveles de los anticuerpos específicos anti-RWP - IgG, IgG1 e IgG2a (Figura 
51). La administración del AO a los ratones CAE, siguiendo los dos protocolos AO10 y 







Figura 51 – Reducción de los niveles séricos de anticuerpos anti-RWP en los animales 
tratados con ácido oleanólico. Se indujo la CAE en ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas 
de edad, mediante la sensibilización con polen (RWP) y alum como se explica en el apartado 
material y métodos. En el día 10 después de la sensibilización con polen, se sacrificaron los 
animales y se evaluaron las distintas inmunoglobulinas específicas de RWP en el suero de 
todos los grupos de experimentación. Los resultados se mostraron con la media ± SD; n=7 por 
grupo. p<0,001 versus animal control y **p<0,001 versus CAE sin tratamiento. 
 
 
3.1.2 El tratamiento con AO disminuye la infiltración celular en la 
conjuntiva de los animales CAE 
 Se realizaron estudios histológicos en las conjuntivas de los diferentes grupos 
experimentales. Se utilizaron las tinciones azul de Toluidina, para estudiar el infiltrado 
de mastocitos en la lámina propia y en el estroma de la conjuntiva (Figura 52 A), y 
Hematoxilina & Eosina para observar el infiltrado de eosinófilos (Figura 52 C). 
El número de mastocitos, siendo la mayoría de ellos mastocitos degranulados, y 
el número de eosinófilos en la conjuntiva están representados en la figura 52 B y D. Los 
animales enfermos (CAE) presentaron un aumento significativo de mastocitos y 
eosinófilos en relación a los animales control, sin embargo, en los animales enfermos 





tratados con AO (AO10 y AO5), no se encontraron diferencias significativas. El número 
de eosinófilos infiltrados en las conjuntivas de los animales tratados anteriormente con 




Figura 52 – El tratamiento con AO atenúa la infiltración de células inflamatorias en la 
conjuntivitis alérgica. Las secciones del tejido de conjuntiva de los diferentes grupos en 
experimentación (Control, CAE, AO10, AO5) se tiñeron con Azul de Toluidina (A) y Hematoxilina 
& Eosina (H&E) (C) para ver la infiltración de mastocitos y eosinófilos, respectivamente, en la 
conjuntiva palpebral. El número de mastocitos degranulados células/mm2 (B) e eosinófilos 
células/mm2 (D). Zona I: conjuntiva palpebral y Zona II: conjuntiva bulbar. *p<0,01 y **p< 0,01 
(n=10, tres experimentos independientes). *p<0,001 y +p<0,001 control versus zona I y zona II. 
**p< 0,001 y ++p<0,001 CAE no tratados versus zona I y zona II; y ***p< 0,01 versus CAE no 







3.1.3 El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas y 
quimiocinas en animales CAE 
 La conjuntivitis alérgica es una enfermedad típicamente asociada a citoquinas 
de respuesta Th2. En suero y tejido conjuntivo se cuantificaron los niveles de IL-13 y IL-
33, dos citoquinas involucradas en la conjuntivitis alérgica. En la figura 53 se observa 
que los niveles de estas dos citoquinas se encontraron significativamente elevados en 
los animales CAE con respecto a los animales control. En los animales CAE tratados con 
AO, tanto en el protocolo AO10 como en el protocolo AO5 los niveles de IL-13 y IL-33 
fueron significativamente menores. 
 Además, se determinaron los niveles de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria. 
Se observó que los niveles, en suero y tejido conjuntivo, de IL-10 estabón 
significativamente disminuidos en los animales alérgicos, mientras que en los animales 
CAE tratados con AO estos se encontraron significativamente aumentados en relación 
a los animales sanos. 
 También se analizaron los niveles de sPLA2-IIA que es una proteína de fase 
aguda, y que está asociada a varias enfermedades inflamatorias, autoinmunes y 
alérgicas. Igual que las citoquinas de tipo Th2 (IL-13 y IL-33) la sPLA2-IIA, se encontró 
aumentada en los animales alérgicos, tanto a nivel sistémico como a nivel local, 







Figura 53 – El tratamiento con AO modula los niveles de las citoquinas en animales 
CAE. 24h después de la última exposición al polen se cuantificaron los niveles de las citoquinas 
IL-13, IL-33, IL-10 y sPLA2-IIA, mediante ELISA comercial, en muestras de suero (A) y extractos 
de conjuntiva (B) de todos los grupos en experimentación. Los resultados se mostraron como 








También se determinaron los niveles de dos quimiocinas: Eotaxina-1 y MCP-1. 
La eotaxina-1 está involucrada en el reclutamiento de eosinófilos al sitio de la 
inflamación, y MCP-1 es esencial en el reclutamiento de mastocitos en la respuesta 
inflamatoria aguda [208]. De nuevo, se ha podido observar que los animales alérgicos 
presentaron niveles de estas dos quimiocinas significativamente más altos con 
respecto a los animales control. En los ratones CAE tratados con AO (tanto los AO10 
como los AO5) los niveles de eotaxina-1 y MCP-1 en suero y tejido conjuntivo, bajaron 
significativamente en relación a los animales alérgicos no tratados (Figura 54). 
 
 
Figura 54 – El tratamiento con AO modula los niveles de quimiocinas en animales 
CAE. Los niveles de las quimiocinas Eotaxina-1 y MCP-1 se midieron en muestras de suero (A) y 
extractos de conjuntiva (B) de todos los grupos en experimentación, 24h después de la última 
exposición al polen. Los resultados se mostraron como la media ± SD; n=7 por grupo. *p<0,001 
versus control sano y **p<0,001 versus enfermos no tratados (CAE). 
 
 
3.1.4 El tratamiento con AO regula la respuesta de células T en 
animales CAE 
 Para estudiar si el tratamiento con AO afecta a la respuesta inmune sistémica, 





de experimentación. Se aislaran células de bazo, para ensayos de proliferación y 
secreción de citoquinas. Los esplenocitos fueron estimulados con el polen, en 
presencia o ausencia del AO. En la figura 55 se puede observar que la respuesta 
proliferativa y la producción de la quimiocina MCP-1 y de las citoquinas IL-13 y IL-33 se 
encontraron aumentadas en los esplenocitos aislados de los animales alérgicos (CAE) 
no tratados, en respuesta al polen. En presencia al AO, la proliferación y los niveles de 
citoquinas bajaron significativamente de manera dosis dependiente. Los esplenocitos 
aislados de los animales sanos no responden al polen así como tampoco los 







Figura 55 – El tratamiento con AO modula la respuesta específica de las células 
esplénicas de los ratones CAE: Proliferación y liberación de citoquinas ex-vivo. Las 
células aisladas del bazo de los diferentes grupos en experimentación se estimularon con 





se midió la proliferación. (A) Animales CAE no tratados (B) grupo de animales indicados en la 
gráfica. Se procedió a la cuantificación de las citoquinas IL- 13, IL- 33, IL- 10 y MCP- 1 en los 
sobrenadantes de las células esplénicas (C -H ). Cada barra representa la media ± SD; n=5 por 
grupo. * y ** p< 0,001. 
  
 
3.2 Estudios in vitro: El tratamiento con AO inhibe la 
activación de células relevantes en procesos alérgicos 
 
Finalmente para estudiar si el efecto anti-inflamatorio encontrado in vivo, en 
ratones CAE tratados con AO, implica acciones directas sobre células relevantes en 




Para estudiar el efecto del tratamiento con AO sobre los eosinofilos (EoL-1) y 
mastocitos (RBL-2H3), se estimularon las células con diferentes concentraciones de 
eotaxina-1 y polen. Tras 24h de estimulación con eotaxina-1 como con polen se 
verificó un aumento en la proliferación celular de manera dosis dependiente. En la 
presencia del tratamiento con AO se observó una reducción significativa en la 
proliferación celular, siendo el efecto del tratamiento con AO dosis dependiente 
(Figura 56 A y B). Igual que en los experimentos in vivo, se observó una reducción de la 







Figura 56 – El tratamiento con AO cambia la respuesta proliferativa de las líneas 
celulares EoL-1 y RBL-2H3. En la presencia de AO (10µM), las líneas celulares de eosinófilos 
(A) y mastocitos (B) presentaron una disminución de la respuesta a la Eotaxina-1 y al polen 
(RWP), a nivel proliferativo.  * p<0,001 versus células no estimuladas; ** p<0,001 versus 




A continuación se analizó el poder quimioatrayente de la eotaxina-1 y la 
capacidad de modulación del AO, en las líneas celulares EoL-1 y RBL-2H3 (Figura 57 A y 
B). Se verificó que en la presencia del estímulo eotaxina-1 la capacidad de migración de 
las células aumentó, siendo la eotaxina-1 un gran quimioactrayente celular para 
eosinófilos (Figura 57 A) y mastocitos (Figura 57 B). Sin embargo, el pre-tratamiento 
con AO redujo el poder quimioactrayente de la eotaxina-1, sobre las células EoL-1 y 





Tras observar que el tratamiento con AO se comporta de manera dosis 




Figura 57 – El tratamiento con AO cambia la respuesta específica de las líneas 
celulares EoL-1 y RBL-2H3. En la presencia de AO (10 µM), las líneas celulares de eosinófilos 
(A) y mastocitos (B) presentaron una disminución del poder quimioatrayente al estímulo 




En los experimentos in vivo en los animales CAE no tratados, se observaron 
niveles aumentados de sPLA2-IIA y de eotaxina-1.  
De acuerdo con la representación en la figura 58 A y B, se utilizaron como 
estímulos quimioatrayente (estimulo en la cámara inferior) y migratorio (estimulo en la 
cámara superior): la sPLA2-IIA, eotaxina-1 y el polen. Se observó que todos los 
estímulos utilizados ejercieron un gran poder quimioatrayente y migratorio, tanto en 
las EoL-1 como en las RBL-2H3. Sin embargo, al pre-tratar las células con 10µM de AO 







Figura 58 – El tratamiento con AO inhibe la migración celular. Las células EoL-1 (A) y 
RBL-2H3 (B) fueron pre-tratadas con 10µM AO durante 30 minutos a 370C como se explica en 
el apartado materiales y métodos. Se utilizaron como estímulos migratorios: la eotaxina-1 
(verde), la sPLA2-IIA (rosa) y polen (rojo) como se esquemáticamente indicado. El control se 
representa a azul. Los resultados se mostraron con media ± SD; n=3 y una significación 






La diferenciación de las EoL-1 a eosinófilos maduros se da mediante la 
incubación química con ácido butírico [209]. Para estudiar el poder del tratamiento 
con AO en la diferenciación celular, se indujo diferenciación celular en las Eol-1 
mediante el ácido butírico y/o estímulos como eotaxina-1, sPLA2-IIA y polen y la 
expresión de un marcador de eosinófilos maduros, el MBP, mediante citometria de 
flujo. En la figura 59, muestra que todos los agonistas indujeron a la diferenciación de 
los eosinófilos (aumento en la expresión de MBP) tras la estimulación durante 7 días. 
Cuando se combinaron los agonistas: la eotaxina-1, polen, o sPLA2-IIA con el ácido 
butírico, el proceso de diferenciación se potencia en relación a las células estimuladas 
solo con el ácido butírico. Cuando las células fueron pre-tratadas con AO se observó 







Figura 59 – El tratamiento con AO inhibe la diferenciación celular de las EoL-1 a 
eosinófilos maduros. Las células EoL-1 en la presencia o ausencia de 0,5mM de ácido 
butírico, y 30ng/ml de eotaxina, 1µg/ml de sPLA2-IIA o 50µg/ml de polen (RWP) durante 7 
días, en la ausencia (A) o presencia de 10 M de AO (B). Se analizó la expresión de MBP 
mediante citometria de flujo. Los resultados en A se mostraron con media ± SD *p<0,001 
versus células control, y **p<0,01 versus células tratadas con ácido butírico; n=3. En B los 
histogramas son representativos de tres experimentos independientes. Negro: células no 
tratadas; Gris oscuro: células estimuladas; Azul: células estimuladas y tratadas con AO; Gris con 














En los últimos años se ha incrementado el uso de productos naturales, 
derivados de extractos de plantas, en el tratamiento de una gran variedad de 
enfermedades. Se ha llevado a cabo múltiples estudios dado que sus mecanismos de 
acción son en general poco conocidos.  
En la actualidad se sabe que con la dieta mediterránea y el ejercicio físico se 
pueden prevenir o mejorar diversas enfermedades crónicas como la obesidad, 
hipercolesterolemia, hipertensión, trastornos cardiovasculares, etc. La dieta 
mediterránea es considerada una dieta variada y equilibrada, que se caracteriza por 
una elevada ingestión de verduras, frutas, frutos secos, legumbres y cereales, consumo 
moderado de pescado, leche y productos lácteos, bajo consumo de carne roja y 
productos cárnicos, un alto consumo de aceite de oliva, y una baja ingesta de lípidos 
saturados . 
El ácido oleanólico (AO) es un compuesto natural presente en la dieta 
mediterránea, en particular en el aceite de oliva. Este compuesto ha sido objeto de 
estudio por sus propiedades anti-inflamatorias, cardiotónicas, anti-disritmicas, anti-
cancerígenas y neuroprotectoras, actuando sobre la expresión de múltiples citoquinas 
y moléculas claves en la inflamación [179, 180, 210-212]. 
En este trabajo se ha investigado el potencial terapéutico y/o profiláctico del AO en 
tres modelos de enfermedades inflamatorias distintas, profundizando en sus 





Potencial terapéutico del ácido oleanólico en la Esclerosis Múltiple 
 
En este estudio se caracterizaron las propiedades anti-inflamatorias y anti-
oxidantes del ácido oleanólico en un modelo animal experimental de esclerosis 





La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad crónica que afecta a jóvenes 
adultos, y está asociada a la discapacidad neurológica progresiva. La enfermedad se 
caracteriza por la presencia focal de áreas inflamatorias, desmielinización, gliosis, 
depleción de oligodendrocitos y daño axonal. Los principales resultados presentados 
en este trabajo indican que el tratamiento profiláctico con AO puede modular los 
niveles de estrés oxidativo en animales EAE y proteger al proceso de desmielinización y 
neurodegeneración. 
Para la realización de este estudio se utilizó un modelo animal murino, en el 
que se indujo la enfermedad mediante un péptido MOG. Este modelo se considera 
adecuado debido a sus similitudes histopatológicas e inmunológicas con la EM humana 
[48, 72, 205, 213, 214]. En la EAE la progresión de la respuesta inmune implica la 
activación de células Th1/Th17, su entrada en el SNC, la activación de células gliales 
residentes y el reclutamiento de células inflamatorias mediante la producción de 
diferentes mediadores [215-217]. 
Estudios en ratones deficientes en células B han mostrado que las células B y 
los anticuerpos no son necesarios en la inducción de la EAE mediante el péptido MOG 
y que influyen en el curso de la enfermedad y/o la gravedad de las lesiones del SNC 
[218, 219]. En nuestro estudio se observó que el tratamiento profiláctico con AO 
disminuye los niveles de auto-anticuerpos, que podría estar relacionado con la 
inhibición, en la activación de células B y en la proliferación, tal como se describe 
Martin et al [212]. Del mismo modo, en enfermedades autoinmunes, como la 
esclerosis múltiple, se han observado elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias 
[30, 83, 220]. Mediante el análisis de los niveles de auto-anticuerpos y de citoquinas 
pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-α) se observó que el tratamiento profiláctico con AO 
bloqueó la producción de auto-anticuerpos en la EAE, reduciendo la liberación de los 
mediadores inflamatorios, y aumentando los niveles de las citoquinas protectoras anti-
inflamatorias IL-10 y IL-4.  
La característica principal de la EM son las placas de desmielinización en la 
sustancia blanca con infiltración de macrófagos y células T y B [221]. De una forma 
general, el desarrollo de la enfermedad involucra áreas del tronco cerebral, del 
cerebelo y de la médula espinal. Además, una de las muchas manifestaciones 




desorden inflamatorio, con pérdida repentina de la visión y dolor ocular, más común 
en el sexo femenino [222-224]. De acuerdo con estos datos se estudió el efecto del AO 
en muestras de tejido del SNC: cerebelo, medula espinal y nervio óptico. 
Compston y Coles han observado que cerca de 95% de los pacientes con EM 
presentan anormalidades en la sustancia blanca en imágenes de MRI, que indican 
infiltración celular y pérdida axonal [225]. La pérdida de mielina es la llave 
neuropatológica en EM, que conduce al desarrollo de la enfermedad. En nuestro 
trabajo se observaron áreas de desmielinización e infiltración celular en la sustancia 
blanca de los animales EAE. En los animales EAE tratados con AO, estas áreas 
desmielinizadas y multicelulares se presentaron más pequeñas o estaban ausentes. 
El daño axonal y la degeneración neuronal es muy frecuente en las áreas 
desmielinizadas y están correlacionadas con el grado de inflamación, siendo la pérdida 
axonal considerada el principal contribuyente para la no remisión de la discapacidad 
en EM [203, 226]. De acuerdo con Kornek et al y Peterson et al, en las lesiones 
desmileinizadas se encuentran principalmente en áreas de degeneración axonal y 
neuronal [227, 228]. En el análisis histológico de cerebro, en autopsias de pacientes 
con EM, se ha observado daño y muerte axonal [37]. Según Teunissen et al el daño 
axonal temprano puede ser compensado por los procesos regenerativos. La proteína 
43 (GAP-43) es un marcador asociado al crecimiento axonal y a la sinaptogénesis en 
varias enfermedades neurodegenerativas [204]. Hemos querido analizar si el 
tratamiento con AO en los animales EAE modifica el proceso de la expresión de Gap-43 
un marcador de la regeneración axonal. Se ha demostrado que Gap-43 se expresa a lo 
largo de toda la médula espinal, aunque esté más concentrado en las regiones 
torácicas y cervicales. Los estudios inmunohistoquimicos de Curtis et al, han mostrado 
la distribución de Gap-43 en la médula espinal de ratas adultas: mediante 
inmunoticiones de secciones longitudinales identificaron la presencia de Gap-43 en los 
axones de la sustancia blanca y mediante secciones transversales han caracterizado la 
expresión de Gap-43 en la sustancia gris [229]. En el estudio realizado por Teunissen et 
al, se observó una disminución de 74% en la expresión de Gap-43, en lesiones de la 
sustancia blanca de pacientes con EM, independientemente de la etapa de la lesión. El 
aumento de la expresión de Gap-43 reflejó el intento de regeneración por los axones 




animal de EM, que la regeneración axonal se da en múltiples niveles en respuesta a 
una lesión neuroinflammatoria [230]. Conforme estos datos, los animales EAE no 
tratados presentaron una disminución de la expresión de Gap-43, sin embargo en los 
animales EAE tratados con AO la expresión de Gap-43 estuvo más conservada 
apuntando a que el tratamiento con AO ayuda a preservar la plasticidad axonal. 
El conjunto: oligodendrocitos-mielina-axones; representa la especialización 
estructural y funcional del sistema nervioso central [231]. Los precursores de 
oligodendrocitos son células gliales que dan lugar a oligodendrocitos mielinizados. 
Debido a la destrucción de los oligodendrocitos maduros en las regiones 
desmielinizadas por procesos inflamatorios y apoptóticos, la principal fuente de 
mielina y, por lo tanto, la reparación, depende de células precursoras de 
oligodendrocitos (OPC) en las lesiones y en su diferenciación a células productoras de 
mielina funcionales. Según Aharoni et al, las OPC se encuentran distribuidas 
uniformemente en la sustancia blanca y gris del cerebro adulto [232]. Las OPC pueden 
regenerar y mantener la mielinización de la sustancia blanca, proporcionando el 
soporte esencial para la supervivencia axonal [37]. La remielinización ocurre 
espontáneamente en el inicio de la enfermedad [45, 46, 233]. Aharoni et al, han 
observado en el modelo animal EAE una disminución de precursores de 
oligodendrocitos en médula espinal [232]. Al analizar nuestros resultados se observó 
una disminución del marcador para precursores de oligodendrocitos en tejido del SNC 
(cerebelo, médula espinal y nervio óptico) de animales EAE. El análisis histológico de 
los animales EAE tratados con AO mostró una preservación del marcador NG-2 
llevándonos a concluir que el tratamiento con AO protege a los precursores de 
oligodendrocitos.  
En la literatura, esta descrito que pacientes y modelos animales con EM 
presentan muerte celular por apoptosis y neurodegeneración. La técnica de TUNEL es 
un método sensible a la degradación del DNA asociada a la muerte celular por 
apoptosis. Diferentes estudios en cerebros de pacientes con EM describen un aumento 
significativo del número de células apoptóticas - células positivas para TUNEL [228, 
234, 235]. En nuestro trabajo también se observó un mayor número de células 
apoptóticas en los animales EAE. Un marcador específico a la degeneración neuronal 




et al y Cardoso et al este marcador es un fluorocromo aniónico que se generó con el fin 
de identificar las neuronas que mueren en el sistema nervioso central [236, 237]. En 
nuestro estudio se observó un aumento de la degeneración neuronal en los animales 
EAE no tratados en muestras de cerebelo, medula espinal y nervio óptico. 
La muerte celular por apoptosis y la neurodegeneración evaluada mediante las 
dos técnicas de TUNEL y Fluoro Jade C, respectivamente, presentaron resultados muy 
similares. En ambas, se observó un aumento de la muerte celular por apoptosis y 
degeneración neuronal en los animales EAE con respecto a los diferentes grupos en 
experimentación, verificándose una reducción de dichos parámetros en los animales 
EAE tratados con AO. El tratamiento con el AO ejerció un efecto protector frente a la 
neurodegeneración y muerte celular. 
De acuerdo con algunos autores, hay grandes evidencias que indican que el 
estrés oxidativo es uno de los factores que está implicado en el desarrollo 
enfermedades neurodegenerativas [59, 238-240]. Está bien establecido que el estrés 
oxidativo es causado por el desequilibrio entre la producción y la desintoxicación de 
especies reactiva de oxígeno (ROS), que pueden perturbar el equilibrio redóx dentro 
de las células. Así la producción de ROS por los macrófagos infiltrados y microglía 
activada contribuye a la vulnerabilidad de la desmielinización axonal [24, 205]. 
Nuestros resultados muestran una mayor acumulación de ROS en tejidos del SNC 
(cerebelo, medula espinal y nervios ópticos) de animales EAE.  
Se sabe que el anión superóxido induce la oxidación de proteínas y de ácidos 
nucleicos y a la peroxidación lípidica [241]. Los mecanismos antioxidantes endógenos 
incluyen una serie de reacciones enzimáticas. La primera de estas enzimas es la 
superóxido dismutasa (SOD), que convierte el anión superóxido en peróxido de 
hidrógeno (H2O2), que puede ser eliminado por la catalasa (CAT) y/o glutatión 
peroxidasa (GPx) [239, 241]. 
Estudios del sistema nervioso en modelos animales y en humanos han 
mostrado una disminución progresiva de la actividad de las enzimas anti-oxidantes 
tales como SOD y Cat en cerebros envejecidos [242, 243]. También se ha observado en 
animales con discapacidad que la peroxidación lípidica asociada con una respuesta 
anti-oxidante aumenta la vulnerabilidad de las neuronas, aumentando el riesgo de 




en los animales EAE no tratados niveles disminuidos de la respuesta anti-oxidante, 
mientras que se observó un aumento en la actividad de Catalasa, SOD y FRAP en el 
grupo EAE tratados con AO, siendo este capaz de proteger de la peroxidación lipídica 
(AOPP) y de los niveles de TBARS (MDA).  
El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio presente en el sistema 
nervioso central y periférico. Diferentes estudios han mostrado alteraciones en los 
niveles de glutamato en pacientes con EM, los cuales se correlacionan con la presencia 
de microglía activada y del daño sináptico sugestivo de excitotoxicidad [244-246]. La 
neurotoxicidad se refleja en la excitotoxicidad mediada por óxido nítrico y por la 
inducción y liberación de glutamato por microglia y macrófagos. Según Zarate et al, la 
excitotoxicidad producida por el glutamato es el mayor vínculo entre la 
neuroinflamación y la neurodegeneración [247], y según Kumar et al, la sobrexpresión 
de los receptores de glutamato actúan como uno de los mediadores intracelulares 
responsables del estrés oxidativo [248]. Srinivasan y sus compañeros han observado 
altos niveles de glutamato en lesiones activas de pacientes con EM [249]. Micus y su 
equipo han asociado los altos niveles de glutamato en el sistema nervioso con el daño 
de axones y de oligodendrocitos, así como con la desmielinización [250]. En nuestros 
experimentos, en los ratones EAE los niveles de glutamato se encontraron aumentados 
con respecto a los animales control. En los animales enfermos tratados con AO estos 
niveles bajaron significativamente, sugiriendo que el tratamiento con AO también 
actúa en la acumulación del glutamato. 
Lieven et al en su trabajo observó que el daño del nervio óptico generaba 
grandes cantidades de anión superóxido llevando a la muerte las células de 
ganglionares de retina [251]. Así mismo, Qi et al describió en animales EAE que la 
existencia de grandes cantidades de ROS en el nervio óptico llevaba al daño de las 
células ganglionares de retina [205]. Varios estudios han descrito que la utilización in 
vitro de H2O2 induce al daño oxidativo mitocondrial [185]. En nuestro trabajo 
observamos que las células estimuladas con H2O2 dan lugar a la producción de ROS y a 
la muerte celular por apoptosis. Estas respuestas inducidas por el H2O2, se vieron 
disminuidas en la presencia de AO demostrando el efecto directo del triterpeno sobre 





En conclusión, los resultados de nuestros estudios in vivo e in vitro han 
demostrado la eficacia del AO en la prevención de la EAE como se evidencia por la 
reducción de la producción de diferentes mediadores (citoquinas pro-inflamatorias, 
ROS, RNS), la inhibición de la producción de auto-anticuerpos y del reclutamiento de 
células inflamatorias que puede llevar a la muerte celular. En el presente estudio el 
tratamiento con AO no solo redujo todos estos parámetros característicos en EM 
retrasando el aparecimiento de los síntomas motores y ejerciendo un cambio en la 
respuesta inflamatoria sino que también protegió de la neurodegeneración. Por lo 
tanto, este estudio proporciona información útil para la posible aplicación del AO en el 





Potencial profiláctico y terapéutico del ácido oleanólico en la Miocarditis 
 
En este estudio se caracterizó las propiedades beneficiosas del ácido 
oleanólico en un modelo animal experimental de miocarditis, la miocarditis 
autoinmune experimental (MAE) 
 
 La miocarditis es una enfermedad inflamatoria que conlleva a lesiones en el 
miocardio y, en algunos casos, a una insuficiencia cardíaca e incluso a la muerte súbita.  
Con el objetivo de identificar el potencial profiláctico y/o terapéutico del AO 
como agente modulador de la respuesta inflamatoria en un modelo experimental de 
miocarditis – MAE - los animales se trataron diariamente con AO, desde el día de la 
inmunización (protocolo profiláctico: AO0) o desde el día 21 post-inmunización 
(protocolo terapéutico: AO21) y se sacrificaron en el día 21 (fase aguda de la 
enfermedad) o el día 65 (fase crónica de la enfermedad). Se empleó un modelo murino 
de miocarditis autoinmune que presenta complicaciones semejantes a la miocarditis 
en humanos [121, 252].  
Para estudiar el mecanismo por el cual el AO ejerce un efecto protector en la 




activación de las células T por auto-anticuerpos, éstas liberan citoquinas y 
quimioquinas, que reclutan y activan las células inflamatorias al miocardio. De acuerdo 
con algunos estudios, existe una fuerte relación entre la inflamación del miocardio y 
fibrosis, y la densidad de las células mononucleares infiltradas en el corazón de los 
ratones con MAE [101, 106]. En nuestro modelo el AO ejerció un efecto 
cardioprotector. El efecto cardioprotector se asoció tanto a la supresión de la 
producción de auto-anticuerpos específicos y la secreción de citoquinas inflamatorias, 
como la presencia de elevados niveles de moléculas inmunorreguladoras. Además, el 
AO también redujo la expresión de citoquinas pro-inflamatoria/pro-fibróticas en el 
miocardio y la infiltración celular, atenuando el desarrollo de la fibrosis cardiaca y la 
acumulación de depósitos de calcio. 
El diagnóstico de la miocarditis tiene lugar tras las primeras manifestaciones 
clínicas. Con lo cual, es importante determinar si la administración del AO es eficaz 
tanto en el tratamiento de la enfermedad, como en su profilaxis. En nuestro estudio, 
se observó que en todos los grupos MAE tratados con el AO, los marcadores que 
reflejaron la gravedad de la miocarditis - hipertrofia cardiaca, alteraciones 
macroscópicas y microscópicas del miocardio (infiltración celular, fibrosis y 
calcificación) y los parámetros inflamatorios – se encontraron disminuidos en relación 
a los animales MAE no tratados.  
 Las citoquinas liberadas pelas células Th1 y Th2 van a regular la actividad de los 
fibroblastos. Según Wei et al las citoquinas de la respuesta Th1 están involucradas en 
la iniciación de la fibrosis, mientras que las citoquinas de la respuesta Th2  actúan en 
una fase más avanzada [101]. Nuestros resultados demostraron que los animales MAE 
de ambos grupos, fase aguda o fase crónica,  presentaron un aumento del infiltrado 
inflamatorio y de la acumulación de colágeno. En los distintos grupos MAE tratados 
con AO, en tanto AO0 como en AO21, se observó una disminución de dichos parámetros 
histológicos. Estudios en tejido de miocardio de autopsias humanas, han mostrado 
áreas de calcificación asociadas con daños celulares severos [93, 106, 110]. La 
calcificación que se debe al daño celular severo, tiene un papel importante en el 
desarrollo y/o progresión de la miocarditis hasta una cardiomiopatía dilatada y/o en el 




en ambas fases de la enfermedad, aunque en la fase crónica estuvo más presente y en 
mayor cantidad que en la fase aguda. 
Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la administración del 
AO es capaz de suprimir signos de miocarditis, incluso cuando las células inflamatorias 
ya han empezado a infiltrarse en el miocardio, modulando la síntesis de marcadores de 
inflamación y de daño del miocárdico. Estos resultados están en acuerdo con los datos 
que el AO es eficaz en modelos de enfermedades inmunes inflamatorias como: en la 
encefalitis autoinmune experimental, en la lesión pulmonar aguda experimental o en 
la pleuresía experimental mediante la inhibición de las respuestas Th1 y en la 
activación de células T [178, 212, 253, 254]. 
El AO puede modular a varias vías de la respuesta inmune que conducen a la 
miocarditis. Las concentraciones de anticuerpos anti-miosina del isotipo IgG están 
correlacionadas con la gravedad de la enfermedad [255-257]. En nuestro estudio, se 
observó que los animales MAE tratados con AO, redujeron los niveles de anticuerpos 
anti-miosina IgG, en particular del isotipo IgG1. Esta inhibición de la producción de 
anticuerpos anti-miosina también puede contribuir al mecanismo por el cual el AO 
protege de la MAE. El efecto del AO sobre la producción de auto-anticuerpos se ha 
descrito anteriormente en un modelo de Esclerosis Múltiple [212]. La inhibición de la 
respuesta inmune humoral en MAE se describió previamente para otros tratamientos 
[258]. Sin embargo, debe señalarse que la formación de auto-anticuerpos no está 
involucrada directamente con el desarrollo de la lesión miocárdica en el modelo MAE, 
ya que los ratones deficientes en células B pueden desarrollar miocarditis [259, 260]. 
Otro posible mecanismo por el cual el tratamiento con AO puede proteger 
contra la MAE, es la regulación del equilibrio de citoquinas  pro-inflamatorias/anti- 
inflamatorias. Se sabe que las citoquinas inflamatorias juegan un papel importante en 
el desarrollo de enfermedades cardiacas, y en el modelo de MAE se ha demostrado 
que está asociada a una respuesta tipo Th1/Th17 [261]. Las citoquinas de tipo Th1 
tales como el TNF-α, la IL-6 o la IL-1β ejercen un papel importante en la diferenciación 
de las células Th1 y en la patogénesis de la MAE [92, 94, 101, 122], y el TNF-α y la IL-1β 
promueven la miocarditis inducida por coxsakie B3 en ratones B10.A resistentes [262, 
263]. En los animales MAE, los niveles proteicos de TNF-α y IL-6 se encontraron 




valores fueron significativamente más bajos. Por otra parte, la IL-17A, una citoquina de 
tipo Th17, es esencial para la progresión a cardiomiopatía dilatada, y es necesaria en la 
miocarditis para la expresión de IL1β, IL-6, TNF-α, y TGFß1 [264]. En nuestro estudio se 
observó que el tratamiento con AO no sólo resultó en una disminución significativa de 
los niveles plasmáticos de IL-17A, TNF-α e IL-6 en ratones MAE, sino también en un 
aumento de la expresión de los inmunosupresores IL-10 e IL-35. Del mismo modo, 
nuestros datos también mostraron que el AO modula las respuestas inmunes de las 
células T a la miosina cardiaca in vivo e in vitro: los esplenocitos de los diferentes 
grupos experimentales mostraron una reducción sustancial en la proliferación celular 
inducida por MyHCα y la producción de IL- 6 y TNF-α por la acción del AO, junto con un 
aumento significativo en la producción de IL- 10. 
La citoquina de respuesta Th2, IL-10 no solo es liberada por las células Th2, sino 
que también puede ser producida por otros tipos de células, como macrófagos, células 
dendríticas o células B y desempeña un papel importante en el control celular y en las 
respuestas inflamatorias, reduciendo los niveles de citoquinas pro-inflamatorias [105], 
así como es un efector clave en las células Treg, controlando la liberación de células 
Treg, especialmente como la población Tr1, subtipo celular productor de IL-10 [265, 
266]. La IL-10 es una de las citoquinas importantes que cuando se usa en terapéutica, 
mejora la fase aguda en la MAE. Es por lo tanto una citoquina muy importante y 
necesaria en la respuesta inflamatoria de las enfermedades autoinmunes. En este 
trabajo se observó que la administración del AO tanto desde el inicio de la 
inmunización como desde en el día 21 da lugar a un aumento de los niveles de IL-10, 
no encontrándose diferencias significativas entre los dos grupos. Así, se puede decir 
que el AO presenta un gran potencial tanto profiláctico como terapéutico.  
La IL-35 ha sido considerada recientemente como una importante citoquina 
pro-inflamatoria que restringe la respuesta inmune a través de la expansión de células 
Treg, aumentando la síntesis de la IL-10 y suprimiendo el desarrollo de células tipo 
Th17 [267, 268]. Los pacientes con miocarditis presentan niveles bajos de células Treg 
CD4+ CD25+ Foxp3+ en relación a sujetos sanos. En conformidad, en nuestros 
resultados se observó que el tratamiento con AO aumentó los niveles de IL-35 y el 
número de células Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ en relación a los grupos de los animales no 




Por todos los resultados obtenidos, se puede plantear que el tratamiento con 
AO conlleva a un cambio favorable en la respuesta inflamatoria, esto es una supresión 
de citoquinas de respuesta tipo Th1/Th17 a citoquinas tipo Th2/Treg, modulando el 
inicio y la progresión clínica de miocarditis. 
En este estudio también se analizaron los niveles de galectina-3, verificándose 
que en los animales enfermos no tratados (MAE) sus niveles estaban aumentados, sin 
embargo en los animales MAE tratados con AO estos niveles eran significativamente 
menores. La galectina-3 ha sido identificada en macrófagos y en el tejido cardiaco, 
exhibiendo propiedades inflamatorias y profibróticas. Los estudios clínicos han 
demostrado que un aumento de los niveles de galectina-3 en pacientes con 
insuficiencia cardiaca se asocia con resultados adversos cardiovasculares a largo plazo, 
y la combinación de galectina-3 con NT-proBNP es un buen marcados pronóstico en 
pacientes con insuficiencia cardiaca aguda [206, 207]. En la actualidad, los modelos 
experimentales han mostrado que: 1) corazones de ratones con enfermedad de 
Chagas expresan altos niveles de galectina-3 en el infiltrado inflamatorio; 2) ratas 
transgénicas con hipertrofia cardiaca sobreexpresan galectina-3 que colocaliza con los 
macrófagos del miocardio; 3) la galectina-3 se une a C.F. e induce su proliferación y la 
producción de colágeno; y 4) la galectina-3 modula la respuesta inmune agravando 
enfermedades autoinmunes, tales como la EAE, a través de su capacidad de aumentar 
la síntesis de IL-17 y IFN-γ y disminuir la producción de IL-10 [269, 270]. Tomados en 
conjunto, todos estos resultados, indican que la expresión de galectina-3 es un factor 
importante que une la respuesta inmune a la fibrosis, con lo cual la reducción de sus 
niveles locales y sistémicos puede ser otro mecanismo por el cual este triterpeno actúa 
y protege en la MAE. 
La sobrexpresión de la galectina-3, de la IL-17A, del TNF-α y de la IL-6 en el 
tejido cardiaco de ratones MAE se correlaciona con el desarrollo de la lesión cardiaca, 
como se reflejaron en los valores de la actividad de la isoenzima CK-MB y los elevados 
niveles plasmáticos de BNP. En los animales MAE tratados con AO, se observó una 
reducción significativa en los niveles de ambos marcadores. Estas citoquinas 
producidas principalmente por las células inflamatorias infiltradas en el tejido cardiaco, 
pueden tener un efecto directo sobre las células cardiacas afectando su funcionalidad 




Así, la fibrosis puede contribuir a la proliferación de fibroblastos y a los 
depósitos de colágeno que se producen después de la muerte de los miocitos, en 
respuesta a mediadores inflamatorios. La acumulación desproporcionada de colágeno 
fibrilar en una lesión tisular grave, puede conducir a la deposición de calcio en las 
células del miocardio. La acumulación de calcio convierte la lesión celular 
potencialmente reversible en un daño irreversible. Nuestros datos in vitro mostraron 
que la galectina–3 y el TNF-α inducen a la proliferación, a depósitos de calcio y a la 
fibrosis cardiaca en fibroblastos, mientras que estos efectos son suprimidos en 
presencia del AO. Del mismo modo, el AO abrogó los signos de mineralización 
producidos por el tratamiento con TNF-α observados en las células cardiacas, 
responsables del remodelado cardiaco.  
Varios estudios apuntan que las células cardiacas también están involucradas 
en la producción de citoquinas en el miocardio y que son capaces de producir IL-1, IL- 6 
y TNF-α, bajo diferentes condiciones [271]. Además, aunque se cree que la IL-17 es una 
citoquina que deriva de una célula T, hay estudios que sugieren que otros tipos de 
células, no células T, también la pueden producir, planteándose una nueva hipótesis de 
que son los cardiomiocitos una fuente de IL-17 [272]. Esta evidencia apunta a la 
hipótesis de que no sólo las células inmunes, sino también las células cardíacas pueden 
ser objetivos directos del tratamiento con AO.  
 
En conclusión, los resultados de nuestros estudios in vivo e in vitro han 
demostrado la eficacia del AO en la prevención de la MAE como se evidencia por la 
reducción en la severidad de la inflamación, de la fibrosis y de la calcificación del 
miocardio. Los efectos beneficiosos pueden asociarse con la inhibición de la 
producción de auto-anticuerpos, la secreción de citoquinas pro-
inflamatorias/profibróticas, y posiblemente con la estimulación de poblaciones 
específicas de células T a través de la producción de proteínas inmunorreguladoras que 
amortiguan la autoinmunidad. Por lo tanto, este estudio proporciona información útil 








Potencial terapéutico del ácido oleanólico en la Conjuntivitis alérgica 
 
En este estudio se  caracterizó el potencial profiláctico del ácido oleanólico en 
un modelo animal experimental de conjuntivitis alérgica, la conjuntivitis autoinmune 
experimental (CAE). 
 
Varios estudios han comprobado que el AO es un potente anti-inflamatorio, sin 
embargo es la primera vez que se describe su efecto en una enfermedad inflamatoria 
ocular, la conjuntivitis alérgica. En este estudio se observaron fuertes evidencias que el 
tratamiento con AO presenta propiedades anti-alérgicas tanto cuando fue 
administrado en modo profiláctico (día de la sensibilización - AO10), como terapéutico 
(día 5 post-sensibilización AO5).  
Las principales alteraciones fisiopatológicas observadas en la conjuntivitis 
alérgica incluyen la generación de anticuerpos IgE en suero, así como la degranulación 
de mastocitos dependiente de IgE y la infiltración de eosinófilos en la conjuntiva [128, 
137, 140]. Todas estas características patológicas están presentes en nuestro modelo 
experimental de ratón descrito por Magote el al [140]. Las inmunoglobulinas pueden 
ser encontradas localmente, en la conjuntiva y en el suero debido al sistema de 
transporte vascular presente en el ojo. El tratamiento con el AO redujo el número de 
eosinófilos y mastocitos degranulados en la conjuntiva, y suprimió la presencia de anti-
Igs específicas en el suero, no mostrando ninguna diferencia notable en el grado de 
supresión, entre los dos protocolos de administración con AO. Estos resultados fueron 
consistentes con los bajos niveles de mediadores inflamatorios y citoquinas Th2, que 
se encontraron en animales CAE tratados con AO (CAEAO10 y CAEAO5). 
Los procesos patológicos en una reacción alérgica son mediados por células 
Th2, que liberan citoquinas tales como IL-5 e IL-13. Estas citoquinas son responsables 
de una cascada de eventos necesarios en la inflamación alérgica: la producción de IgE 
por las células B, la activación de eosinófilos y el reclutamiento y activación de los 
mastocitos. La IL-13 es un mediador importante en las reacciones de hipersensibilidad 
[132, 136, 273, 274]. Varios estudios en modelos murinos han demostrado que la IL-13 




enfermedad humana. La IL-13 regula la síntesis de IgE y coordina el proceso 
inflamatorio debido a su capacidad para estimular la expresión de moléculas de 
adhesión, quimiocinas y metaloproteinasas; que influyen en la captación, en el tráfico 
y en la activación de células inflamatorias. La IL-33 es un importante inductor de la 
inflamación alérgica, que se encuentra sobre-expresada en enfermedades asociadas a 
respuestas Th2, como el asma, la conjuntivitis alérgica y la rinitis [275, 276]. La IL-33 
promueve respuestas que implican la activación y migración de linfocitos Th2, 
eosinófilos, mastocitos y basófilos. En nuestros experimentos se observaron elevados 
niveles de IL-13 e IL-33 en el tejido conjuntivo y en suero de los ratones CAE y cuando 
los animales CAE fueron tratados con AO sus niveles fueron notablemente menores. 
Del mismo modo, en los cultivos de esplenocitos, se observó un aumento en la 
liberación de estas citoquinas después de la exposición al alérgeno, sin embargo en la 
presencia de AO, tanto in vivo como in vitro, los niveles de IL-13 e IL-33 liberados se 
redujo significativamente. 
Además, también se encontraron niveles elevados de eotaxina-1 y MCP-1 en 
ratones CAE. En animales CAE tratados con AO los niveles de eotaxina-1 y MCP-1 
disminuyeron sustancialmente. In vitro se observaron resultados similares: en los 
esplenocitos de los diferentes grupos experimentales, hubo una reducción sustancial 
de los niveles de la eotaxina-1 y de MCP- 1 inducidos por la presencia de alérgenos, así 
como una minimización de la respuesta proliferativa de los cultivos de estas células T 
por la acción del AO. Todo esto sugiere que el AO fue capaz no sólo de modular la 
respuesta inflamatoria sistémica y local inducida por el alérgeno, sino que también 
afectó a la respuesta de las células T inducida por el alérgeno in vivo e in vitro. 
La IL-13 regula la expresión de MCP- 1 y eotaxina-1 en la mucosa respiratoria y 
gastrointestinal. La aplicación exógena de IL-33 en un modelo de CAE induce la 
liberación local del quimioatrayente eotaxina-1 y potencia la capacidad de las células 
Th2 de producir citoquinas como la IL-13 [276-281]. Además, la eotaxina-1 es 
considerada como una de las quimiocinas más relevantes en la fisiopatología de las 
enfermedades alérgicas, debido a su influencia en el reclutamiento de eosinófilos y su 
función reguladora de los mastocitos en el tejido ocular: regulando tanto la 
degranulación inducida por IgE como su maturación [276]. Por lo tanto, la reducción de 




tratados con AO, podría estar estrechamente vinculada a la disminución de la 
expresión de IL-13, IL-33 y de eotaxina-1. Del mismo modo, otros compuestos 
naturales como la curcumina o timoquinona, presentes en Nigella sativa, y que tienen 
propiedades anti-oxidantes y anti-inflamatorias, demostraron ser beneficiosas en 
modelos murinos de conjuntivitis alérgica debido a su capacidad de suprimir las 
respuestas inmunes Th2 [282, 283]. 
 Simultáneamente, se observó que el tratamiento con AO previno la 
disminución de los niveles de IL-10 en ratones CAE. Los niveles de expresión en el 
suero y tejido de conjuntiva de esta citoquina Treg, implicada en la homeostasis de la 
respuesta Th1/Th2, fueron similares en los animales CAE tratados con AO y en los 
animales control sanos. Además de sus propiedades anti-inflamatorias en los 
mastocitos humanos, la IL-10 es capaz de estabilizar los mastocitos murinos y reducir 
su degranulación in vitro [284, 285]. Royer et al, han observado in vivo, que la IL-10 
amortigua los síntomas de la conjuntivitis alérgica mediante la protección de la 
degranulación de los mastocitos, afectando al número de mastocitos activados en la 
conjuntiva [284]. Del mismo modo, en nuestros resultados se observó que el 
tratamiento con AO en los ratones CAE previno de la degranulación de mastocitos en 
la conjuntiva.   
Además, encontramos elevados niveles de sPLA2-IIA en el suero y en la 
conjuntiva de los ratones CAE, con respecto a los ratones control sanos y a los ratones 
CAE tratados con AO. Altas concentraciones de sPLA2-IIA se han encontrado en las 
lágrimas de pacientes con conjuntivitis alérgica estacional y perenne, en la enfermedad 
del ojo seco, en la blefaritis crónica y en la intolerancia a lentillas de contacto [286-
288]. Recientemente, Wei et al en su trabajo, en un modelo experimental murino de 
ojo seco, ha observado un aumento de la expresión de sPLA2-IIA en las células 
caliciformes (de goblet) y en las células epiteliales, asociadas a los signos y síntomas en 
la enfermedad [273]. La sPLA2-IIA en la superficie ocular normal, es una barrera 
inmune innata contra la infección microbiana, pero la barrera ocular cuando se ve 
comprometida, da lugar a la amplificación del proceso inflamatorio [273, 288]. Estos 
hallazgos apoyan a la hipótesis de que los niveles elevados de sPLA2-IIA en la 
conjuntiva de nuestro modelo CAE pueden desempeñar un papel importante en la 




administración del AO a los animales CAE redujo sus niveles, llevando a creer que esta 
reducción está relacionada con la disminución de la inflamación en la superficie ocular.  
Tanto los eosinófilos como los mastocitos son mediadores importantes en el 
desarrollo de la conjuntivitis alérgica, debido a sus acciones citotóxicas e inflamatorias. 
Así, se demostró que la sPLA2-IIA se comporta como un potente quimioatrayente como 
la eotaxina-1, tanto para eosinófilos (EoL-1) como para mastocitos (RBL-2H3). Además 
la sPLA2-IIA, y el polen (RWP) amplifican la quimiotaxis inducida por la eotaxina. Estos 
resultados están de acuerdo con estudios previos, realizados por Hayat et al, donde 
han demostrado respuestas quimiotácticas de cooperación entre la eotaxina-1 y la 
citoquina IL-5 [283]. Todo esto nos sugiere que los diversos mediadores inflamatorios, 
incluyendo sPLA2-IIA, pueden actuar en conjunto para potenciar respuestas locales 
quimiotácticas. Además, se ha observado que la fosfolipasa desencadena 
degranulación de mastocitos, así como, un aumento en la diferenciación morfológica 
de los eosinófilos a células maduras [282]. Curiosamente, todas las respuestas 
estudiadas fueron suprimidas en las células pre-tratadas con el AO. Siendo así, se 
puede decir, que nuestros datos apuntan a un papel importante de la actividad de la 
sPLA2-IIA en la capacidad migratoria de los eosinófilos y de los mastocitos a los tejidos, 
y un papel regulador por parte del triterpeno AO en la prevención de la activación y 
reclutamiento celular. 
 
En conclusión, los resultados de nuestros estudios in vivo e in vitro han 
demostrado la eficacia del AO en el tratamiento de la CAE como se evidencia por la 
reducción en la severidad de la inflamación. Los efectos beneficiosos pueden asociarse 
con la inhibición de la producción de IgE, de la degranulación de los mastocitos, de la 
secreción de citoquinas pro-inflamatorias y quimiocinas, y posiblemente con la 
inhibición de la migración de eosinófilos y mastocitos a los focos de inflamación y de la 
diferenciación de eosinófilos que amortiguan la alergia. Por lo tanto, este estudio 
proporciona información útil para la posible aplicación de AO para el tratamiento de 
pacientes que sufren desórdenes alérgicas oculares. Otros estudios deben ser 









 Las concentraciones del AO utilizadas en nuestros modelos animales y 
experimentos no pueden ser alcanzadas en humanos a través de la ingesta alimentaria, 
dado el contenido en AO de las plantas es muy bajo. Por lo tanto, para hacer frente a la 
utilidad del AO en promoción de la salud se debería considerar su uso como 
















De acuerdo con los resultados obtenidos en el tratamiento con el ácido 




 En relación con los estudios realizados en el modelo animal EAE, el tratamiento 
con el ácido oleanólico: 
 
1. Retrasa la aparición de los síntomas clínicos motores y pérdida de peso en los 
animales EAE.  
2. Disminuye las características histológicas de la esclerosis múltiple: Reduce el 
infiltrado inflamatorio, la desmielinización, la perdida de oligodendrocitos y la 
perdida de la plasticidad axonal en los animales EAE 
3. Protege a los animales EAE del estrés oxidativo: Disminuye la acumulación de 
ROS y los niveles de marcadores de oxidación; y aumenta los niveles de 
marcadores anti-oxidantes en suero y tejidos del SNC. 





 En relación con los estudios realizados en el modelo animal MAE, el 
tratamiento con el ácido oleanólico: 
 
5. Protege del aumento de la relación peso corporal/ peso del corazón. 
6. Reduce la acumulación de marcadores del daño cardiaco. 
7. Disminuye las características histológicas de la miocarditis: Reduce el infiltrado 
inflamatorio, la fibrosis y la calcificación, en miocardio de ratones MAE.  
8. Modula la respuesta inmuno-inflamatoria: Inhibe la producción de citoquinas 




lugar a cambios en el balance de la respuesta Th1/Th2. Además aumenta la 




 En relación con los estudios realizados en el modelo animal CAE, el tratamiento 
con el ácido oleanólico: 
 
9. Disminuye las características histológicas de la conjuntivitis alérgica: Previne de 
la degranulación de mastocitos dependiente de IgE y la infiltración de 
eosinófilos en la conjuntiva. 
10.  Modula la respuesta inmuno-inflamatoria: Inhibe la producción de citoquinas 





 En relación con los estudios in vitro realizados en varias células relevantes en 
las distintas patologías, el tratamiento con el ácido oleanólico:  
 
11. Disminuye la liberación de ROS por células ganglionares de retina, así como la 
muerte celular que induce. 
12. Modula las funciones de las células relevantes del remodelado cardiaco. 
13. Protege frente la migración de eosinófilos y basófilos a los focos de inflamación 




Por tanto se puede concluir que el ácido oleanólico ejerce un efecto protector en 
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, y podría ser considerado como un 
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